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本 书 系统 介绍 了 生物 工程 的 基本 概念 、 基 本 技术 和 原理 及 其 最 THER. 
书 共 分 五 章 ， 分 别 介 绍 了 基因 工程 、 细 胞 工程 、 酶 工程 、 发 酵 工程 和 生化 工程 
的 基本 内 容 。 对 渴望 系统 了 解 生 物 工程 的 广大 读者 及 从 业者 均 有 较 大 参考 价 


值 。 本 书 可 供 从 事 医药 、 人 食品、 农业、 发酵 工业 、 环 境 保护 和 石 油 开 采 等 领域 
的 技术 人 员 人 参考 。 


J.E.Smith 
Aspects of Microbiology 11 
BIOTECHNOLOGY PRINCIPLES 
Van Nostrand Reinhold (UK) Co.Ltd, 1985 


生物 工程 原理 
[ 英 ] 了 .也 .史密斯 ” 著 
卢 长 明 译 
Pam 
责任 编辑 西 世良 
SLANE EL eo 出 版 
北京 朝阳 门 内 大 街 137 号 
三 环 印 刷 厂 印刷 
新 华 书店 北京 发 行 所 发 行 ”各 地 新 华 书店 经 售 . 
1991 年 12 月 第 — 版 开本 ，787X 1092 


1/32 
1991 年 12 月 第 一 次 印刷 印张 6 
印 数 ，0001 一 2000 字数 ，12 千 字 
ISBN: 7-5062-1149-1/Q-4 
定 i : 6.40 元 
| 


Ti 


中 译本 序言 


生物 工程 是 世界 新 技术 革命 的 三 大 支柱 之 一 。 生 物 工 程 
的 发 展 ， 特 别 是 基因 重组 技术 的 成 功 使 人 类 进入 了 按 自 己 的 
需要 创建 新 生物 的 伟大 时 代 。 今 后 10 一 20 年 的 时 间 里 ， 正 是 
建立 和 发 展 这 一 新 产业 的 重要 时 期 。 

生物 工程 直接 关系 到 农林 牧 渔 、 医 药 卫生 、 轻 工 食品 、 
能 源 化 工 、 环 境 保护 等 重要 领域 的 革新 改造 和 新 兴 产 业 的 形 : 
成 ， 既 是 现实 的 生产 力 ， 也 是 更 大 的 潜在 生产 力 。 开 发 生物 
工程 技术 无 论 对 于 发 达 国家 还 是 发 展 中 国家 都 具有 十 分 重要 . 
的 战略 意义 。 

目前 ， 生 物 工程 与 其 它 先 进 技术 ， 如 微 电 子 技术 、 光 纤 - 
通信 等 相 比 ， 在 大 规模 生产 应 用 方面 还 处 于 幼 年 阶段 ， 世 界 . 
各 国都 还 起 步 不 入， 差距 还 不 甚大 , 如 能 抓 住 良机 , 有 计划 ， 
有 上 艺 骤 地 及 早 培训 出 一 批 技 术 上 骨干， 为 他 们 创造 著 好 的 工作 - 
条 件 ， 在 一 些 领域 内 取得 重点 突破 是 完全 可 能 的 。 

生物 工程 是 一 个 知识 和 技术 密集 性 很 强 的 领域 ， 涉 及 的 
于 科 和 行业 极 广 ， 充 分 开发 生物 工程 的 潜力 有 待 多 学 科 多 行 
业 的 人 协作 攻关 ， 共 同 努力 。 不 同学 科 的 专家 缺乏 生物 工程 
方面 的 共同 语言 将 会 严重 阻碍 这 一 新 技术 潜力 的 发 挥 。 英 国 
着 名 生物 工程 学 家 约翰， 史密斯 教授 的 新 著 《 生 物 工程 原理 》 
一 书 ， 从 应 用 遗传 学 、 发 酵 工 程 、 酶 和 固定 化 细胞 技术 以 及 
余 酝 产物 加 工 等 儿 个 方面 阐述 了 生物 工程 的 发 生发 展 所 依据 
的 大 本 原理 ， 简 明 扼要 ， 内 容 翔实 , 可 读 性 强 , 是 沟通 不 同学 : 
科 夫 同 语言 的 良好 教材 ， 也 是 渴望 了 解 生物 工程 的 初学 者 的 


入 门 参考 书 。 相 信 它 的 出 版 对 于 我 国生 物 工程 事业 的 发 展 将 
起 到 有 益 的 推动 作用 。 


江西 省 科学 委员 会 主任 
杨 淳 朴 
1990.4.19 
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《 生物 工程 原理 ) 一 书 是 英国 著名 生物 工程 学 家 约 得 。 
ee Cohn Smith) 教 授 继 《 生物 工程 》 一 书 之 后 出 版 的 - 
又 一 有 关 生 物 工程 的 论著 。 他 的 著述 被 当今 生物 工程 界 准 为 - 
“权威 性 的 ”。 本 书 援引 了 大 量 80 年 代 新 成 果 ， 用 五 章 的 篇 
幅 较 系统 地 介绍 了 生物 工程 的 基本 概念 、 基 本 原理 和 技术 ， 

对 于 渴望 全 面 了 解 生物 工程 的 广大 读者 不 失 为 一 本 既 简 明 扼 
要 又 内 容 丰 富 的 参考 教材 。 

1985 年 我 在 意大利 圣 心 大 学 学 习 时 ， 适 逢 约 输 ,史密斯 
教授 的 新 著 《 生物 工程 原理 ) 一 书 出 版 。 当 时 ， 我 的 老师 罗 
伦 优 尼 〈C.Lorenzoni) 教授 将 它 作为 主要 阅读 参考 书 之 一 
推荐 给 我 ， 阅 后 深 感受 益 菲 浅 。 今 天 ， 正 值 生 物 工程 浪 湖 在 
我 国 玫 勃兴 起 之 际 ， 我 不 揣 才 朴 学 浅 ， 冒 昧 译 出 此 书 ， 以 给 
我 国 读者 。 由 于 水 平 有 限 ， 译 文中 廖 误 之 处 在 所 难免 ， 敬 请 - 
读者 批评 指正 。 

本 书 在 出 版 过 程 中 ， 得 到 了 江西 省 科学 委员 会 的 大 力 支 
持 。 杨 淳朴 、 欧 阳 谅 、 罗 明 、 秦 孝 远 、 黎 开 金 等 专家 教授 为 
本 书 的 出 版 做 了 大 量 工作 。 严 绍 颐 研究员 审 校 了 全 部 书稿 。 
薛 丽 同志 协助 整理 了 译 稿 。 没 有 他 们 的 支持 ， 本 书 难以 与 读 : 
者 见面 ， 译 者 在 此 一 并 表示 衷心 的 感谢 。 
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一 九 九 零 年 四 月 二 十 六 日 
于 江西 农业 大 学 
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生物 工程 涉及 应 用 生物 科学 与 工程 学 ， 它 包括 对 生物 有 
机 体 及 其 亚 细 胞 组 分 在 制造 业 和 服务 性 工业 以 及 在 环境 管理 
等 方面 的 实际 应 用 。 生 物 工 程 的 应 用 只 有 通过 多 学 科 、 多 技 
术 的 结合 才能 成 功 ， 其 中 包括 生物 化 学 .微生物 学 .遗传 学 、 
分 子 生物 学 和 化 学 加 工 工 程 等 。 这 本 小 册子 旨 在 前 述 生 物 工 
程 发 展 所 依据 的 基本 原理 ， 并 和布 望 生物 工程 各 个 主要 分 支 领 
城 的 学 生 和 从 业者 们 能 从 中 获得 对 生物 工程 全 貌 的 了 解 。 
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1.1 生物 工程 的 性 质 . 


生物 工程 是 涉及 应 用 生物 科学 和 工程 学 的 一 个 领域 ， 它 : 
外 播 生物 体 或 其 亚 细 胞 组 分 在 制造 业 、 服 务 业 和 环境 管理 等 
方面 的 实际 应 用 。 生 物 工程 以 细菌 、 酵 母 、 真 菌 、 营 类 、 植 
物 细 胞 和 培养 的 哺乳 动物 细胞 作为 工业 生产 过 程 的 来 料 。 只 
有 微生物 学 、 生 物 学 、 遗 传 学 、 分 子 生物 学 、 化 学 和 化 学 工 
程 诸 学 科 、 多 技术 的 结合 才能 使 生物 工程 的 应 用 获得 成 功 。 

生物 工艺 过 程 通常 包括 生物 细胞 或 生物 材料 的 生产 以 及 
所 需 化 学 转化 物 的 获得 。 后 者 又 可 分 为 : 

CG) 所 需 终 产 物 的 合成 〈 例 如 酶 、 抗 生 素 、 有 机 酸 .类 
RE) ; 

(2) 特 定 起 始 物 的 分 解 〈 例 如 污水 处 理 、 工 业 废物 及 上 废 
油 的 分 解 ) 。 

生物 工艺 过 程 的 反应 有 的 是 分 解 反应 一 一 由 复杂 的 化 合 
物 分 解 为 简单 的 化 合 物 〈 例 如 由 葡萄 糖 产生 乙醇 ) ;有 的 是 
合成 代谢 ， 或 称 生 物 合 成 一 一 由 简单 的 分 子 合成 较 复 杂 的 分 ， 
子 〈 例 如 抗生素 的 合成 ) .分 解 代谢 的 反应 通常 是 放 能 反应 ， 
而 合成 代谢 的 反应 通常 是 吸 能 反应 。 

生物 工程 涉及 发 酵 工 程 〈 如 啤酒 、 葡 萄 酒 以 及 面包 、 乳 
酷 、 抗 生 素 和 疫苗 ) 、 水 和 废物 处 理 、 部 分 食品 工程 ， 以 及 
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-从 生物 医学 到 低 纯 度 矿 石 中 的 金属 回收 等 众多 领域 ， 其 应 用 
范围 越 来 越 广泛 。 生 物 工程 将 在 许多 工业 生产 过 程 中 ， 产 生 
重大 的 影响 。 从 理论 上 讲 ， 几 乎 所 有 有 机 物 都 可 以 用 生物 工 
- 程 的 方法 产生 。 据 估计 ， 到 2000 年 ， 世 界 范 围 内 生物 工程 产 
品 的 市 场 潜力 将 可 达到 65 万 亿美 元 〈 表 1) 。 但 是 ， 也 要 看 到 
许多 新 的 重要 生物 产品 〈 如 含有 干扰 素 成 分 的 一 些 新 药 ) 仍 
然 要 根据 现 有 的 各 种 生物 学 分 子 的 模式 进行 化 学 合成 .因此 ， 
对 于 生物 科学 与 化 学 的 交叉 领域 以 及 它们 与 生物 工程 的 关系 
都 必须 作 广 泛 的 深入 了 解 。 


表 1 2000 年 世界 生物 工程 市 场 的 发 展 潜力 预测 值 


市 场 类 别 美元 〈 百 万 ) 
能 量 16350 
& 品 12655 
化 学 品 10550 
医 药 9080 
4 8546 
金属 回收 4570 
污染 控制 100 
其 它 〈 预 计 外 开发 ) 3000 
M it 64851 


与 现行 的 传统 工业 过 程 相 比 ， 生 物 工程 中 使 用 的 技术 大 
部 分 趋向 于 比较 省 钱 、 耗 能 少 和 安全 可 笔 ， 并 且 大 多 数 工 艺 
过 程 所 留 下 的 废物 可 进行 生物 降解 并 且 无 毒 。 从 长 远 来 看 ， 
生物 工程 将 为 解决 世界 上 的 一 些 主要 难题 提供 手段 ， 对 于 医 
药 、 食 品 生 产 、 污 染 控 制 和 新 能 源 的 开发 尤其 如 此 。 


1.2 生物 工程 的 历史 治 革 


一 般 认 为 ， 生 物 工 程 是 件 新 鲜 事 物 ， 其 实 它 的 历史 已 经 

很 入。 实际 上 ， 它 经 历 了 四 个 主要 的 发 展 阶 段 才 形成 了 现代 
生物 工程 体系 。 
1.2.1 食品 和 饮料 的 生物 工艺 阶段 我 们 知道 ， 烤 面包 、 
酿酒 和 制 葡萄 酒 等 活动 在 几 千 年 前 就 开始 了 。 早 在 公元 
前 6000 年 ， 古 代 萨 马 人 和 巴比伦 人 已 经 知道 喝 啤酒 ;埃及 人 
星 在 公元 前 4000 年 已 经 会 烤 制 发 酵 的 面包 ， 早 在 《 创世纪 》 
一 书 问世 的 时 候 ， 葡 萄 酒 早 已 闻名 于 近东 。 到 十 七 世纪 ， 安 
顿 凡 ' 列 文才 克 认识 到 是 一 些 叫 做 酵母 菌 的 生物 与 这 些 过 
程 有 关 。1857 一 1876 年 间 ， 巴 斯 德 进 行 了 开创 性 的 工作 , 并 确 
证 了 这 些微 生物 的 发 酵 能 力 。 巴 斯 德 是 当之无愧 的 生物 工程 
ZIRe | 

其 它 以 微生物 为 基础 的 生产 过 程 ， 如 发 酵 乳 制品 的 生产 
(包括 乳 酷 、 酸 奶 等 ) 和 各 种 东方 食品 的 生产 〈 如 酱油 、 印 
CEB) 都 同样 有 着 很 古老 的 渊源 。 蘑 菇 的 人 工 裁 培 是 
园 近 的 事 。 日 本 香菇 的 裁 培 可 追溯 到 几 百 年 前 ， 现 在 世界 温 
带 地 区 广泛 种 植 的 伴 交 大约 有 300 年 的 历史 。 

这 些微 生物 生产 过 程 的 兴起 是 源 于 偶然 的 发 现 还 是 直观 
竟 试验 还 不 能 肯定 ， 但 它们 连续 不 断 的 发 展 无 疑 为 证 明 人 类 
已 经 能 够 利用 生物 的 生命 活动 来 满足 自己 的 需要 提供 了 时 期 
葛 例 证 。 近 年 来 ， 这 些 生产 过 程 更 有 赖 于 先进 的 科学 技术 ， 
它们 对 世界 经 济 的 贡献 也 与 日 俱 增 ， 与 其 初期 阶段 相 比 ， 现 
在 的 贡献 不 知 大 了 多 少 倍 。 

1.2.2 最 初 在 不 灭 菌 的 条 件 下 发 展 起 来 的 生物 工 艺 过 程 
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到 十 九 世 纪 末 ,工业 上 许多 重要 的 化 合 物 ( 如 乙醇 .醋酸 .有 机 
酸 、 丁 醇和 丙酮 ) 开始 用 微生物 发 酵 的 方法 生产 ， 这 时 使 用 
的 方法 是 各 环境 开放 的 ， 对 微生物 污染 的 防止 是 通过 细心 控 
制 生 态 环 境 的 方式 进行 的 , 而 未 使 用 复杂 的 工程 措施 .然而 ， 
随 者 石油 时 代 的 到 来 ， 由 于 用 石油 加 工 的 副产品 生产 这 些 化 . 
合 物 更 便宜 ， 许 多 上 述 刚 出 现 的 工业 相形 之 下 曾 一 度 失 去 了 
光泽 。 近 年 来 ， 由 于 石油 价格 逐步 上 涨 ， 人 们 不 得 不 回 过 
头 来 从 商品 生产 的 角度 重新 评价 早期 的 发 酵 方 法 。 这 些 发 酵 
方法 ， 包 括 前 面 提 到 的 那些 食品 发 醇 在 内 ， 它 们 的 操作 均 比 
较 简 单 ， 而 且 可 以 大 规模 生产 。 

无 灭 菌 过 程 的 生物 工程 的 突出 实例 是 废水 处 理 和 城市 固 
体 废 物 的 堆肥 。 很 信 以 来 , 微生物 已 被 用 于 人 类 污水 的 分 解 和 
解毒 ， 其 次 是 用 于 有 毒 工业 废物 (如 化 学 工业 废物 ) 的 处 理 。 
用 生物 工程 方法 进行 诬 水 处 理 是 迄今 在 全 世界 实施 的 具有 最 
大 发 酵 能 力 的 工程 〈 然 而 , 很 少 人 认识 到 这 一 点 儿 见 表 2) 。 

表 2 ”英国 发 酵 工 业 的 总 发 酵 能 力 


Ta 总 能 力 ( 米 :) 
Be 水 2800000 
@ 128000 
面包 酵母 19000 
抗生素 10000 
奶 & 3000 
面 包 700 


1.2.5 生物 工艺 过 程 中 引用 灭 菌 技术 的 阶段 二 十 世纪 40 
年 代 生 物 工程 进入 了 一 个 新 时 代 ， 那 就 是 为 了 保证 在 没有 杂 
菌 污染 的 情况 下 进行 特定 的 生物 学 过 程 ， 在 微生物 的 大 量 培 
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养 中 用 了 复杂 的 工程 技术 。 无 菌 操作 的 过 程 是 ,通过 事 
先 对 培养 基 和 人 生物 反应 器 灭 菌 和 采取 工程 措施 杜绝 污 
染 物 的 介入 ， 使 反应 器 内 只 存在 所 需要 的 生物 催化 剂 。 通 
过 这 种 方法 生产 的 产品 有 抗生素 、 所 基 酸 、 有 机 酸 、 酶 、 
省 体 化 合 物 、 多 糖 和 疫苗 等 ， 这 表明 生物 工程 已 愈 来 愈 
有 活力 。 这 类 生产 过 程 多 数 比较 复杂 ， 而 且 成 本 较 高 ， 
一 般 只 适合 生产 高 价值 的 产品 。 虽 然 其 中 有 不 少 产品 产 
量 已 相当 大 但 与 食品 和 饮料 生物 工程 中 使 用 的 老 系统 相 比 ， 
这 类 产品 无 论 在 生产 规模 还 是 在 经 济 收 益 方面 都 还 相距 很 远 
(#3) 。 
表 3 ”英国 发 酵 工 业 的 销售 额 


工业 部 门 销售 额 ( 百 万 英镑 ) 


酿造 . 3190 
酒精 1860 
乳酪 415 
RA. Bae 190 


1.2.4 生物 工程 工业 的 新 领域 与 可 能 性 近 十 年 来 ,分子 生 
物 学 和 生产 过 程控 制 方面 已 取得 了 突出 的 进展 。 它 不 仅 为 开 
群 新 的 生物 工程 领域 提供 了 新 的 激动 人 心 的 机 会 ， 也 为 大 大 
提高 现 有 生物 工程 工业 的 经 济 效益 提供 了 可 能 。 正 是 由 于 这 
些 发 现 与 发 展 ， 才 使 我 们 对 生物 工程 在 将 来 世界 经 济 方面 的 
作 昨 感到 如 此 振奋 人 心 。 


那么 ， 这 些 新 技术 包括 哪些 方面 呢 《 表 42 ? 
表 4 ”促进 生物 工程 发 展 的 技术 


重组 DNA 技 术 

组 织 培养 

原生 质 体 融合 

单 克隆 抗体 的 制备 

蛋白 质 结构 的 改变 〈《“ 和 蛋白 质 工程 ”) 

固定 化 酶 与 细胞 催化 剂 

生物 分 子 传 感 作用 

反应 器 与 生产 过 程 的 计算 机 控制 

新 的 生物 催化 反应 器 设计 
(1) 基因 工程 Wa Ae BAM GOD RRA 
法 ， 对 重要 的 工业 生物 基因 组 施行 遗传 操作 ， 早 已 成 为 工业 : 
遗传 学 家 具有 的 各 种 创新 技能 的 一 部 分 。 重 组 DNA 新 技术. 
包括 : 轻 轻 打破 活 细胞 ， 从 细胞 中 提取 和 纯化 DNA ， 然 后 
用 具有 高 度 特异 性 的 酶 筛选 所 需 的 DNA 片 断 ， 找 出 含有 某 
一 目 基因 的 片断 ， 并 对 其 进行 分 析 、 筛 选 和 纯化 ;用 化 学 
法 将 带 有 目的 基因 的 片断 结合 到 DNA 载 体 分 子 上 ， 然 后 
再 将 杂种 DNA 岂 入 选 定 的 细胞 中 进行 繁殖 和 细胞 内 合成 。 重 
组 DNA 技 术 的 出 现 使 得 对 基因 组 的 操作 更 能 得 心 应 手 , 种 属 
闻 杂 交 不 亲 和 性 的 问题 也 能 较 容 易 地 得 到 解决 。 基 因 工 程 的 : 
潜力 是 不 可 估量 的 ， 人 类 的 胰岛 素 和 干扰 素 基 因 已 被 成 功 地 . 
转移 到 微生物 细胞 中 并 在 其 中 得 到 了 表达 。 原 生 质 体 融合 、 
单 克隆 抗体 的 制备 以 及 组 织 培养 技术 的 广泛 应 用 ， 包 括 从 悬 : 
浮 培 养 的 细胞 中 再 生 的 植株 ， 已 经 对 生物 工程 的 发 展 产 生 了 
深刻 的 影响 《〈 第 二 章 ) 。 

(2) MLE 离 体 酶 早已 进入 到 许多 生物 工艺 进程 之 


中 。 随 着 适当 的 固定 化 技术 的 发 展 ， 生 物 催化 剂 可 以 反复 使 
用 ， 因 此 可 以 进一步 发 挥 它们 的 催化 特性 。 利 用 固定 化 的 骨 
菌 葡萄 糖 异 构 酶 生产 高 果糖 浆 〈 年 产量 300 万 吨 ) 是 这 方面 最 : 
突出 的 例子 。 进 一 步 的 发 展 是 将 完整 细胞 固定 化 作为 生物 催 
(e7] CBE) 。 

(3) 生物 化 学 工程 ”生物 反应 需 在 生物 工程 过 程 中 作 
为 起 始 物 ( 即 底 物 ) 与 终 产 物 之 闻 的 纽带 起 着 中 心 的 作用 《第 
三 章 图 1D) 。 在 生物 反应 器 的 设计 、 对 生产 过 程 的 监测 技 
术 以 及 用 计算 机 控制 发 酵 过 程 等 方面 均 已 取得 重要 进展 。 但 
是 ， 在 生产 过 程控 制 的 应 用 方面 ， 与 化 学 工业 生产 相 比 ， 生 
物 工程 工业 落后 了 许多 年 。 在 生物 工程 产品 的 加 工 〈 出 料 加 
工 ) 方面 ， 一 些 新 的 探索 将 使 所 有 各 种 生产 过 程 的 经 济 状况 
得 到 改善 。 现 在 ， 迫 切 需 要 设计 出 有 效 的 回收 工艺 ， 特 别 是 
对 于 高 价 产 品 尤其 如 此 。 比 如 ， 工 -天 冬 酰 胺 酶 的 回 收成 本 
与 发 酵 成 本 的 比值 为 3.0 左 右 ， 而 乙醇 则 具有 0.16( 第 五 章 )。 
然而 ， 出 料 加 工 在 生物 工程 中 还 是 个 磁 运 气 的 课题 。 

(4) 工程 产品 与 系统 由 于 能 够 大 量 生产 生物 分 子 ( 如 
抗生素 、 酶 ) ， 闪 且 有 了 和 有 蛋白质 和 细胞 的 固定 化 技术 ， 用 于 
生物 诊断 和 生物 解毒 的 全 新 传感器 正在 得 到 发 展 。 这 种 系统 
可 以 与 微 电 子 装置 配合 ， 最 后 与 计算 机 配合 ， 因 此 可 以 对 许 
多 生物 工程 的 工业 与 服务 进行 精密 的 程序 控制 。 

生物 工程 有 两 大 特 反 ， 一 是 与 实际 应 用 相 联系 ， 二 是 多 
学 科 的 合作 。 生 物 工程 的 实施 者 们 要 利用 来 自 化 学 、 微 生物 
学 、 遗 传 学 、 生 物化 学 、 化 学 工程 和 计算 机 科学 等 学 科 的 技 
术 ， 他 们 的 任务 主要 是 对 生物 化 学 催化 作用 起 着 根本 和 不 可 
蔡 代 作用 的 生产 过 程 进行 革新 、 发 展 和 最 优化 操作 。 生 物 工 
程 并 不 构成 一 门 新 的 学 科 ， 它 只 是 为 多 学 科 的 专家 们 作 上 出 更 


生物 反应 器 ; | 出 料 加 工 ; 


elves ea 微生物 、 
| Ra |» } 
制备 动 植物 绍 胞 


士 预 处 理 ie | reel mx 


a: 
| 过 程控 制 -| 
Al 生物 工程 过 程 示意 图 
大 贡献 提供 的 一 个 新 领域 。 
必须 知道 ， 生 物 科 学 与 生物 工程 有 着 明显 的 区 别 。 生 物 
科学 是 指 生 物 学 知识 的 获得 ， 而 生物 工程 则 是 指 生物 学 知识 
鹊 应 用 。 在 大 多 数 情况 下 ， 生 物 工 程 过 程 是 在 低温 下 进行 ， 
它们 耗 能 少 ， 并 且 一 般 使 用 便宜 的 原材料 为 底 物 。 
生物 科学 家 和 各 专业 的 工程 师 们 都 能 在 各 自 的 领域 对 生 
物 工程 作出 贡献 。 生 物 工程 学 家 这 个 词 已 悄悄 地 进入 了 我 们 
的 词汇 ， 它 指 所 有 利用 自己 的 知识 与 技能 致力 于 生物 材料 加 
工 过 程 的 科学 家 和 工程 师 。 然 而 ， 这 个 词 不 宜 继续 使 用 ， 因 
为 它 只 能 导致 混乱 。 相 反 、 生 化 工程 师 是 指 生产 过 程 的 工程 
师 ， 其 作用 是 将 生物 科学 家 的 知识 转化 为 实际 操作 。 生 化 工 
程 师 应 当 在 生物 学 过 程 的 设计 和 操作 方面 受过 基本 的 科学 讲 
See 
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产品 分 离 
产物 分 离 


世界 上 不 存在 完美 无 缺 的 生物 工程 学 家 ， 因 为 没有 任何 - 


人 能 够 在 微生物 学 、 生 物化 学 、 分 子 生 物 学 、 化 学 和 加 工 工 . 
业 等 方面 均 为 专家 。 但 是 ， 对 参与 生物 工程 实践 的 人 来 次， 
必须 力求 复 得 其 它 相 关 学 科 的 语言 。 不 同学 科 的 专家 们 缺乏 . 
共同 的 语言 无 疑 是 充分 挖掘 生物 工程 潜力 的 最 大 障碍 。 


1.3 生物 工程 的 应 用 


生物 工艺 过 程 可 以 根据 产品 的 规模 与 价值 大 小 归 类 。 合 
如 ， 规 模 大 价值 低 的 产品 或 服务 ， 包 括 水 的 净化 、 废 水 和 废 
SU RG. CE. EW eA ABE Ss. BL 
模 较 大 价值 中 等 的 产品 则 包括 氮 基 酸 、 有 机 酸 、 食 品 、 面 包 


酵母 、 两 酮 、 丁 醇和 某 些 多 聚 物 。 规 模 小 而 价值 高 的 产品 有 、 


抗生素 、 干 扰 素 、 疫 苗 、 单 克隆 抗体 、 酶 和 维生素 。 生 物 工 
程 也 可 以 根据 产品 生产 所 需 的 工艺 技术 水 平 来 考虑 〈 表 5)。 

只 根据 工业 发 展 的 规模 而 不 管 生产 单位 的 大 小 ， 则 目前 
和 今后 的 生物 工程 还 可 以 方便 地 分 成 三 个 领域 

(1) 小 规模 的 生物 工程 ， 特 别 关系 到 那些 只 能 通 过 生 
物 学 手段 才能 经 济 地 生产 的 生化 产品 。 这 类 生物 工程 存在 已 
久 ， 并 且 正在 迅速 发 展 ， 特 别 是 新 产品 领域 尤其 如 此 。 但 是 ， 
为 了 争夺 商品 市 场 ， 工 商 企业 界 内 竞争 十 分 激烈 。 这 类 产品 
包括 维生素 ， 单 克隆 抗体 和 干扰 素 。 

(2) 中 等 规模 的 生物 工程 ， 将 与 以 石油 为 基础 生产 现 
行 的 日 用 化 学 品 的 技术 竞争 ， 与 生产 包括 蛋白 质 和 脂 类 在 内 
的 天 然 产品 的 农业 竞争 。 
(3) 大 规模 的 生物 工程 ， 将 与 供 作 燃 料 用 的 有 机 化 合 
物 的 初级 原料 和 高 吨位 工业 产品 的 石油 和 煤炭 竞争 。 


F 
A 


表 5 生物 工程 ， 以 技术 水 平 为 基础 


类 别 输 入 | 输 出 
高 水 平 高 投资 用 于 医疗 和 人 类 食品 及 食品 
常 需 精 密 控制 的 尖端 工厂 与 AMA MAT th. AMR 
MUR: 连续 操作 。 
高 的 保养 成 本 ; 
高 技术 的 操作 者 
外 等 水 平 中 等 投资 发 酵 食品 和 饮料 ,动物 饲料 、 
复杂 程度 较 低 的 操作 生物 肥料 与 农药 、 粗 酶 、 要 
求 精密 操作 与 控制 的 废物 管 
理 过 程 
EAR «| 低 投资 、 大 规模 操作 、 简 单 “| 低 价 产品 〈 常 与 污染 控制 、 
的 设备 〈 通 常 为 土 设备 ) ; 环境 卫生 、 燃 料 与 食品 供应 
劳动 强度 大 的 操作 ; 有 关 ) 、 广 泛 使 用 因地制宜 
常用 腐化 系统 、 的 混合 发 酵 。 沼 气 ， 由 农业 
农村 级 技术 。 食品 和 食品 废物 提供 的 微 生 
物 蛋白 ， 传 统 发 酵 食品 与 饮 
Bi BBR. 
He (Gaba: S 
4 4 2 
煤炭 ， 石 油 型 
天 然 气 CO/H: 混合 物 品 
化 
学 
nn | 
各 
燃 1 
料 
纤维 素 新 的 或 替代 产 
(化 学 品 和 燃料 
有 机 废物 


图 2 “大 吨位 产品 竞争 图 


16 


尽管 目前 大 中 型 生物 工程 很 少 取得 真正 的 经 济 效益 ， 但 
在 下 一 个 20 年 中 ， 以 植物 材料 为 原料 建立 起 一 些 大 型 微生物 
生产 项 目 看 来 是 比较 有 把 握 的 〈 图 2) 。 这 些 产 品 的 市 场 已 
经 存在 ， 并 将 促进 其 它 具 有 经 济 效益 的 生物 工程 产品 的 开 
发 。 


1.4 生物 工程 的 发 展 


生物 工程 要 继续 得 到 发 展 ， 在 很 大 程度 上 取决 于 以 下 三 
Kite: 

C1) BP RA St Ae LT EAE NAM OY 产 
an AY YE Bet, 

C2) 能 够 从 可 更 新 的 资源 中 获得 原材料 。 

(3) 必须 更 加 认识 到 ， 生 物 工 程 方法 在 许多 情况 下 与 
现行 植物 材料 的 化 学 加 工 方法 相 比 要 更 经 济 合算 。 

中 大 型 生物 工程 发 展 的 一 个 最 重要 的 方面 是 合适 的 原 材 
料 与 加 工 撒 物 的 来 源 问 题 。 底 物 的 成 本 可 占 终 产 品 成 本 的 30 
人 70 狗 。 底 物 的 可 用 性 取决 于 技术 和 政策 两 个 方面 。 因 此 利 
几 各 种 有 机 物质 生产 的 汽油 酒精 不 可 能 在 经 济 上 产生 特别 的 
吸引 力 ， 但 在 政策 上 却 可 以 成 为 对 付 石 油 进口 逐步 升级 的 筹 
码 。 

庙 农 业 、 林 业 和 工业 有 机 废物 产生 的 可 更 新 资源 正在 变 
得 越 来 越 重 要 ， 因 为 它们 通过 生物 工程 处 理 后 可 为 食品 、 饲 
料 、 基 础 化 学 制 州 以 及 能 源 的 生产 提供 一 种 政策 上 和 战略 上 
葛 重 要 基础 。 然 而 ， 要 达到 这 个 目的 ， 无 论 是 在 生物 工程 的 
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各 个 组 成 分 方面 还 是 在 土地 管理 方面 均 需要 作出 全 面 的 规 。 
划 。 


1.5 生物 工程 的 战略 规划 


每 个 生物 工程 方案 都 需要 对 可 用 资源 、 经 济 、 环 境 影响 
也 及 操作 者 和 使 用 者 的 健康 与 安全 等 问题 不 断 进 行 估价 。 如 
果 规 划 正 确 ， 生 物 工程 可 以 有 助 于 达到 自然 资源 、 人 类 需要 . 
和 环境 之 间 的 适当 平衡 。 

对 生物 工程 的 发 展 来 说 ， 尤 其 重要 的 是 要 有 一 支 训练 有 
素 的 生力军 。 在 中 小 学 阶段 就 应 使 学 生 开 始 了 解 生物 工程 ， 
然后 通过 技术 和 学 位 水 平 的 专门 训练 造就 出 工业 和 研究 所 必 . 
需 的 专门 人 材 。 没 有 训练 有 素 的 合格 人 材 ， 要 充分 发 挥 生物 © 
工程 的 巨大 洪 力 是 不 可 能 的 。 特 别 是 中 高 级 水 平 的 生物 工 . 
程 ， 必 须 具 备 训练 有 素 的 人 材 和 管理 条 件 才 能 进行 ( 表 5) 。 ， 

此 外 ， 在 考虑 将 生物 学 发 现 应 用 于 将 来 的 工业 发 展 时 ， 
不 应 该 低估 时 间 的 重要 性 。 从 新 发 现 的 产生 到 将 新 发 现成 功 
地 用 于 商品 化 生产 一 般 需 要 5~20 年 时 间 。 因 此 ， 包 括 “ 新 ， 
的 ”生物 工程 在 内 ， 在 1990 年 以 前 难于 指望 有 很 大 的 发 展 。 】 

这 本 小 册子 并 不 想 对 现行 生物 工程 实践 中 的 许多 不 同方 
法 进行 描述 与 分 析 ， 而 是 企图 对 已 经 成 功 的 生物 工程 的 核心 
领域 所 依据 的 基本 原理 进行 阐述 。 
本 章 提 要 

生物 工程 可 以 认为 是 生物 机 体 与 生物 学 过 程 在 制造 业 中 : 
的 应 用 。 生 物 工程 涉及 的 学 科 和 课题 很 多 。 虽 然 目前 的 工作 : 
非常 尖端 和 新 颖 ， 但 它们 大 都 有 自己 的 历史 渊源 。 

Hey TFB EE SORE ch ED. BA, 
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或 它们 的 产物 〈 如 酶 ) 催化 的 。 生 物 工 程 中 的 有 机 体 可 以 作 
为 生物 量 收获 ， 可 以 用 于 化 学 转化 过 程 ， 也 可 以 作为 包括 酶 
和 单 克 隆 抗体 在 内 的 生物 学 活性 分 子 的 来 源 。 

基因 操作 技术 为 应 用 遗传 学 开辟 了 新 的 天 地 ， 并 且 为 创 
造 全 新 的 工业 过 程 〈 如 用 细菌 细胞 生产 人 干扰 素 ) 创造 了 条 
梓 . 在 生产 与 控制 工程 以 及 发 酵 工 程 领域 正在 取得 重要 进展 ， 
它们 将 进一步 推动 生物 工业 的 发 展 。 

生物 工程 是 一 个 发 展 中 的 领域 并 且 涉 及 众多 的 生产 部 门 
〈 如 农业、 食品、 饲料、 医药、 能 源 和 水 生产 等 工业 部 门 ) 
在 将 来 ， 新 药 、 激 素 、 疫 苗 和 抗生素 生产 、 经 济 可 靠 的 能 源 
与 化 学 饲料 〈 长 远 目标 ) 的 生产 以 及 改进 环境 和 废物 管理 等 
方面 ， 生 物 工程 都 将 发 挥 重 要 作用 。 生 物 工程 主要 依靠 可 更 
新 和 可 再 循环 的 材料 ， 因 此 可 以 在 能 源 越 来 越 昂贵 和 越 来 越 
紧 侧 的 情况 下 较 好 地 满足 世界 的 需要 。 


第 二 章 ”应 用 遗传 学 


一 般 说 来 ， 开 发 一 项 生物 工艺 过 程 首 先 要 找到 一 种 适 悄 
的 生物 。 人 们 期 望 这 种 生物 能 提供 一 种 产品 或 为 这 一 工业 带 
来 经 济 效益 。 实 际 上 ， 遗 传 学 工作 者 首先 要 选择 一 种 能 产生 
所 需 产物 的 生物 。 找 到 适用 的 生物 后 ， 可 在 必要 时 应 用 常规 
育种 或 诱 变 育种 方法 诱发 遗传 变异 ， 提 高 所 需 产 物 的 产量 。 
优良 生物 的 选 育 是 一 项 既 繁 重 又 费时 间 的 工作 。 到 目前 为 止 ， 
可 供 遗传 学 工作 者 使 用 的 方法 多 数 带 有 机 遇 性 和 不 精确 性 。 
可 喜 的 是 ， 新 的 遗传 学 技术 一 一 原生 质 体 融合 与 重 4 DNA 
技术 正在 取得 新 的 进展 ， 它 们 可 直接 将 有 用 的 遗传 性 状 嵌 入 
被 选择 的 生物 体 中 。 因 此 ， 生 物 工程 可 为 微生物 以 及 动 植物 
细胞 创造 出 全 新 的 能 力 ， 使 它们 产生 原来 无 法 产生 的 物质 。 

对 有 潜力 的 工业 生物 进行 改良 时 ， 提 高 生产 率 不 是 应 良 
遗传 工作 者 的 唯一 目的 。 比 如 ， 他 们 可 以 将 抗 病毒 感染 特性 
和 高 的 遗传 稳定 性 结合 到 缺乏 这 些 特性 的 生物 体 中 ， 可 以 减 
少 和 消除 有 害 副 产 物 的 形成 ， 还 可 以 除去 产品 异味 、 令 人 讨 
厌 的 颜色 或 粘性 等 。 

理想 的 工业 培养 物 应 具备 以 下 特点 的 大 部 分 (或 全 部 ): 
(1) 纯 种 培养 (2) 遗传 上 稳定 ， (3) 容易 繁殖 ; 〈4)， 
生长 迅速 ，〈5) 产品 生成 率 高 ， 〈6) 不 形成 有 毒 副 产 物 ， 


(7) 可 经 受 遗 传 操作 。 
工业 上 使 用 的 培养 物 一 般 通过 三 个 阶段 产生 C1) OP 
究 培 养 物 一 一 研究 目的 在 于 寻找 某 种 有 用 产物 ，〈 2) 发 展 
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猪 养 物 一 一 已 具备 一 定 重要 性 的 研究 培养 物 ， (3) Pe 
养 物 一 一 实际 用 于 工业 生产 的 研究 培养 物 。 

最 后 的 培养 物 可 以 与 原始 的 研究 培养 物 相同 ， 但 更 稼 见 
的 是 ， 为 了 提高 生产 率 ， 对 研究 培养 物 要 进行 一 系列 处 理 。 
遗传 处 理 后 的 生物 将 在 代谢 功能 方面 远 远 胜 过 其 野生 型 。 这 ， 
一 点 只 有 通过 对 生产 期 间 的 生物 生长 进行 最 大 程度 的 控制 才 
能 实现 。 用 野生 型 生物 培育 工业 用 生物 时 需要 改变 遗传 信 
息 ， 排 除 不 需要 的 特性 ， 或 者 甚至 引入 一 个 全 新 的 特性 。 

寻找 适用 的 生物 并 对 其 狂 能 进行 改良 是 目前 多 数 生物 工 
程 过 程 的 基本 环 六 《图 3) 。 


培养 物 (来 RERAW HEM 放大 和 
自 实 验 室 现 SH ME) (预选 ) 过 程 优 
er > A/a es 4, 
培养 物 收 集 : : 随机 筛选 

ALF VAR 45>. : : : 
BS BY BF AE 
#) 


As ”菌株 改良 流程 图 


2.1 eR Mii 


从 总 体 上 看 ， 生 物 工程 的 主要 力量 应 放 在 筛选 产生 新 生 
骆 的 方案 上 ， 既 可 以 从 某 些 自 然 种 ， 也 可 以 从 确定 的 生物 中 
通过 突变 和 杂交 〈 包 括 遗 传 工程 ) 来 产生 新 的 生物 。 这 些 新 
药 生 物 必须 根据 产物 效用 进行 躲 选 ， 并 且 能 在 足够 大 的 规模 
下 繁殖 生长 和 提取 所 需 产 物 ， 然 后 再 对 产物 进行 严格 评价 。 
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筛选 可 定义 为 利用 高 度 选择 性 的 方法 ， 从 大 群体 中 识别 和 分 
离 有 用 的 特定 微生物 或 代谢 产物 的 过 程 。 分 离 物 的 下 一 步 处 ， 
理 包括 遗传 改良 和 培养 物 的 保 在 。 充 分 开发 筛选 能 力 的 一 个 
主要 障碍 是 缺乏 适当 的 筛选 方法 来 鉴别 所 需 产 物 ， 当 有 一 些 : 
培养 基 组 分 存在 时 尤其 如 此 。 

目前 生物 工程 利用 的 生物 主要 是 微生物 。 下 面 讨论 的 饰 
选 方法 主要 针对 微生物 。 

从 环境 中 寻找 用 于 生物 工程 过 程 的 新 菌 种 通常 有 三 种 选 
择 ， 即 采样 地 的 选择 、 分 离 特定 微生物 的 物理 方法 的 选择 以 
及 获取 选 系 的 方法 的 选择 〈 表 6) 。 


表 6 PERNA 
生态 学 途径 遗传 学 途径 | . 
策略 : 策略 ; 
BUCA AN RARE, 产生 适合 于 提供 前 体 的 壬 畅 合 成 
用 稀有 菌 种 丰富 菌 种 文库 ， 突变 
勘察 异常 生境 和 发 展 新 菌 种 分 离 技术 。 制备 产生 抗生素 的 杂种 菌株 ， 
利用 基因 克隆 改变 生物 合成 方向 。 
tHE, 技术 ， 
漂浮 ， nani 突变 和 选择 ， | 
颗粒 沉积 物 和 空气 采样 ， 重组 (通过 接合 作用 、 原 生 质 体 
小 生境 生长 物 ， 融合 、 真 菌 的 有 性 和 准 性 生殖 循 
环 ) ， 苇 化 和 转 导 〈 利 用 原生 质 
eh tae ‘an (C), SESE RE (see 
选择 性 物质 TR: NUMER), RADI 
ARH Mica m. 7 AFF : 隆 产 生 基 因 文 库 


虽然 许多 新 的 产生 菌 是 野生 型 的 ， 并 从 自然 环境 中 分 离 
得 到 的 ， 但 通过 实验 室 操 作 ， 由 现 有 基因 组 产生 新 基因 组 的 
工作 仍 不 失 为 主流 。 改 变 生 物体 可 分 别 通过 突变 、 重 组 、 转 
化 、 转 导 和 基因 克隆 等 途径 进行 ， 或 相互 组 合 进行 〈 表 6) 。 

由 于 自然 选择 ， 更 由 于 遗传 操作 ， 工 业 上 的 所 有 重要 微 
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玛 物 都 经 过 了 某 种 形式 的 筛选 。 筛 选 方案 的 设计 对 于 有 效 识 
列 新 的 基因 型 是 至 关 重 要 的 。 舟 选 可 分 为 两 种 基本 类 型 

(1) 非 选择 性 随机 筛选 ”针对 特定 性 状 分 别 测定 所 有 
WAH ; 

(2) 理性 筛选 ”其 中 包括 一 些 预 选 环节 。 

随机 镁 选 可 能 很 花 时 间 ， 因 为 每 个 分 离 株 都 必须 仔细 研 
究 。 在 抗生素 的 生产 研究 中 ， 常 使 用 数 以 千 计 的 摇 瓶 震 划 培 
养 单 钨 子 分 离 菌株 。 琼 脂 平 板 技 术 可 加 速 这 一 过 程 ， 但 最 好 
在 使 用 摇 瓶 以 前 用 作 初 舟 。 这 样 ， 大 量 的 分 离 株 或 突变 体 可 
也 出 现在 平板 上 ， 然 后 放 到 不 同 的 环境 条 件 下 ， 通 过 电视 监 
测 和 计算 机 控制 ， 自 动 记录 它们 各 时 期 的 反应 。 

另 一 方面 ， 理 性 筛选 较 多 地 利用 对 特定 产物 形成 的 生物 
息 学 的 了 解 ， 利 用 所 需 基因 型 的 某 种 特性 建立 选择 过 程 ， 这 
个 特性 不 一 定 是 我 们 需要 的 那 一 种 ， 但 便于 对 之 分 辨 等 级 与 
分 析 。 最 佳 的 理性 筛选 方法 应 能 选择 性 地 杀 死 所 有 不 需要 的 
基因 型 ， 从 而 使 能 用 于 常规 测定 的 分 离 株 增加 。 例 如 , 最 近 表 
明 ， 顶 头孢 霉 的 抗生素 产量 与 蛋白 水 解 活性 相关 ， 因 而 提出 
了 一 种 可 能 的 筛选 方法 。 

在 使 用 筛选 方法 分 离 出 有 潜在 价值 的 微生物 后 ， 还 需要 
在 生产 条 件 下 最 后 确证 其 效率 。 用 新 的 或 现 有 的 微生物 进行 
产物 优化 过 程 ， 还 包括 最 佳 培养 方法 的 选择 ， 确 定 采取 固体 
培养 还 是 液体 培养 ， 分 批 培 养 还 是 连续 培养 。 用 于 菌 种 繁殖 
胸 培 养 基 类 型 对 产物 形成 的 基因 型 表达 可 能 影响 很 天。 因此 ， 
培养 基 的 成 分 可 以 影响 生物 量 的 深度、 产物 形成 速率 、 产 物 
形成 时 间 、 产 物 分 解 速度 和 产生 菌 的 稳定 性 。 但 是 ， 生 产 环 
撞 不 可 能 一 成 不 变 ， 成 功 的 生产 很 可 能 还 需要 对 培养 基 和 环 
挤 控 制 参数 进行 调整 。 


PE CE Ae YR AO STA BPR Re Sea 
控制 ， 但 可 通过 对 环境 因子 〈 如 培养 基 ) 的 特殊 控制 或 通过 
对 那些 引起 遗传 不 稳定 性 的 因子 的 抑制 来 改善 。 


2.2 了 菌 种 的 保藏 


通过 目 然 选 择 或 遗传 操作 获得 新 的 微生物 后 ， 必 须 贮 藏 ， 
或 保存 ， 以 减少 遗传 性 能 的 退化 。 微 生物 的 保存 、 制 备 和 繁 
殖 必 须 达 到 特定 的 可 重复 性 标准 。 工 业 微 生物 的 保存 是 生物 
工程 基础 工作 的 必要 组 成 部 分 。 没 有 任何 保存 方法 对 所 有 工 “ 
业 都 运 用 。 工 业 微生物 的 具体 保藏 技术 通常 保密 很 严 。 实 际 
上 ， 多 数 工业 微生物 的 保存 采取 以 下 方法 之 一 进行 : 

(1)， 在 珀 脂 培养 基 上 进行 定期 继 代 培养 

《2) “减少 代谢 一 一 矿物 油 覆 盖 、 冷 冻 或 低温 保存 ; 

(3) TR—TY. ER, TM, 

4) ATR —h TF ATER ZR. 
DEATH, 12 ORF ROT RS A EE , 

(5) 超低温 冷冻 保藏 (—70T~—196T) 一 一 该 | 
方法 导 本 高 ， 但 适用 的 生物 范围 广 ， 并 且 保存 的 符 物 存活 率 
较 高 。 

全 世界 的 培养 物 收藏 机 构 在 生物 工程 中 发 挥 着 越 来 越 重 
芭 的 作用 ， 他 们 为 过 去 、 现 在 和 将 来 提供 着 越 来 越 多 的 纯 系 
生物 。 重 要 的 操作 菌株 必须 保持 较 强 存活 力 和 增高 蒙 殖 率 。 
特别 是 许多 经 过 遗传 操作 的 新 菌 种 具有 一 定 程度 的 不 稳定 
仁 ， 保 或 的 目的 在 于 必须 使 菌 种 变异 减少 到 最 低 限 度 。 

本 和 草 的 其 余部 分 将 较 详细 地 介绍 目前 可 供 遗 传 学 家 改变 
工业 上 重要 生物 基因 组 的 各 种 技术 。 
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又 过 初 得 分 离 出 有 用 的 菌 种 后 ， 可 通过 几 种 途径 提高 生 
产 率 。 这 些 途 径 包 括 改变 培养 基 和 发 酵 条件 〈 第 三 章 ) 、 突 
恋 《 自 发 突变 或 诱发 突变 ) 和 杂交 育种 。 鉴 于 突变 是 导致 一 
切 遗 传 变异 的 根源 ， 所 以 现 已 成 为 工业 微生物 学 中 最 重要 的 
课题 之 一 。 此 外 ， 工 业 上 使 用 的 许多 重要 微生物 ， 如 产 黄 至 
霉 和 米 曲 霉 不 表现 通常 的 性 征 ， 因 此 它们 不 容易 杂交 。 由 于 
这 个 原因 ， 在 培育 现行 使 用 的 许多 产生 菌 时 曾 大 量 利用 户 变 
技术 。 事 实 上 ， 诱 变 育种 已 成 为 许多 工业 过 程 中 提高 生产 举 
的 主要 手段 。 长 期 以 来 ， 利 用 诱 变 技术 提高 生产 率 或 效 价 的 
过 程 包括 用 青 霉 、 头 钨 霉菌 和 链 霉 菌 生产 抗生素 、 用 曲霉 生 
产 有 机 酸 和 酶 、 用 各 种 细菌 品系 生产 氨基 酸 等 。 到 目前 为 
正 ， 新 的 遗传 工程 技术 还 无 法 取代 诱 变 育 种 的 常规 工作 。 

现在 认为 ， 提 高 发 醉 产 物产 量 的 最 有 效 方法 是 ， 利 用 放 
恋 处 理 ， 青 进行 优 株 选 育 。 主 要 困难 是 突变 频率 低 ， 选 择 不 
得 不 在 包括 大 量 非 突变 体 的 大 群体 中 进行 。 

工业 菌株 通过 大 突变 获得 改良 而 产生 更 多 有 效 产 物 的 例 
子 很 多 。 其 中 以 产生 四 环 素 的 链 霉菌 菌株 最 为 突出 。 曾 经 及， 
现 ， 金 霉 素 链 霉 菌 的 一 个 突变 株 S-604 能 合成 其 亲本 生 产 株 
不 能 合成 的 6- 去 甲 基 四 环 素 。 现 在 ， 这 一 突变 株 已 成 为 主要 
的 商品 生产 菌 之 一 。 

但 是 ， 通 常 菌 种 改良 的 主要 途径 仍 利用 微 突 变 。 这 种 突 
变 一 般 可 稍稍 地 改进 产物 形成 (6~10%) 而 不 会 影响 其 表 
现 型 。 连 续 利 用 小 的 突变 可 使 与 原来 基因 型 的 生产 率 有 关 的 
遗传 因子 的 频率 增加 。 这 方面 最 有 意义 的 例子 是 产生 头 抱 霉 
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诱 变 剂 的 选择 “虽然 诱 变 剂 可 分 为 物理 的 《辐射 ) 和 化 
学 的 两 大 类 ， 但 这 对 工业 遗传 学 家 关系 并 不 大 。 诱 变 剂 的 选 
择 ， 主 要 看 选用 的 技术 能 否 产生 可 供 选 择 的 尽 可 能 广 谱 性 的 
突 恋 体 。 许 多 诱发 的 突变 并 不 是 由 于 直接 损伤 DNA 所 致 
而 是 细胞 内 DNA 的 修复 过 程 作用 于 这 种 损伤 使 之 造成 碱 基 
序列 不 可 逆 改 变 的 结果 。 产 生 这 种 现象 的 诱 变 因素 有 紫 处 线 、 
电离 辐射 . 胸腺 喀 啶 饥 俄 和 某 些 化 学 诱 变 剂 , WSL HEREC, 
SBR MME. PILBARA. AT eS 

诱 变 因素 产生 特异 性 诱 变 作用 的 分 子 基础 还 不 完全 清 
楚 ， 但 知道 这 种 特异 性 的 产生 在 很 大 程度 上 取决 于 诱 变 的 修 
复 过 程 。 实 际 上 ， 生 产 菌株 可 能 对 特定 的 诱 变 因素 不 起 反 
应 ， 此 时 可 通过 从 不 同 修复 途径 起 作用 的 几 种 诱 变 剂 交替 使 
用 。 此 外 ， 正 确 选 用 诱 变 剂 量 可 大 大 增加 诱 变 群体 中 所 需 突 
变 体 类 型 的 频率 ， 这 样 可 以 在 整个 群体 的 筛选 时 增加 选择 的 . 
机 会 。 

生物 的 突变 率 受 遗传 控制 ， 并 可 通过 增 变 基因 和 抗 增 变 
基因 来 改变 。 这 些 基因 可 改变 生物 体 , 产 生 自发 或 诱发 突变 ， 
或 同时 影响 二 者 。 在 筛选 计划 中 ， 增 变 菌株 很 重要 ， 因 为 它 
们 中 有 的 可 在 诱 变 后 的 幸存 菌株 中 产生 高 频率 的 突变 体 ， 因 
此 可 提供 十 分 有 效 的 变异 输入 。 

诱 变 后 的 环境 可 影响 整个 突变 频率 和 特异 性 。 因 此 ， 诱 
变 后 的 培养 物 在 完全 培养 基 上 培养 比 在 基本 培养 基 上 培养 更 
有 利于 提高 突变 体 的 产量 。 

大 多 数 生 物 具有 与 其 它 既 相 似 但 遗传 上 又 不 同 的 个 体 交 
换 核 物 质 的 机 能 ， 由 此 可 产生 遗传 型 均 不 同 于 双亲 的 后 代 。 
这 个 过 程 叫 杂 交 。 杂 交 是 促进 有 用 的 遗传 物质 重组 的 一 种 基 
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本 方法 。 突 变 只 改变 一 种 生物 的 基因 ， 而 杂交 重组 则 使 基因 
或 基因 的 一 部 分 发 生 重 新 排列 ， 并 将 两 种 或 两 种 以 上 生物 的 
遗传 信息 带 到 一 种 生物 中 。 杂 交 育 种 方法 早已 在 动 植 物 育 种 
中 采用 ， 并 且 在 近期 的 许多 生物 工艺 过 程 中 被 用 于 微生物 的 
改良 。 杂 交 过 程 大体 上 可 分 为 两 种 方式 : 一 种 是 真 核 生 物 的 
有 性 杂交 另 一 种 是 原核 生物 与 某 些 不 表现 真正 有 性 过 程 的 
生物 以 及 大 多 数 真 核 生物 组 织 培养 中 存在 的 准 性 杂交 。 在 生 . 
物 工 程 中 ， 真 菌 与 细菌 是 实施 杂交 计划 的 主要 对 象 。 


= a a 


在 有 性 杂交 过 程 中 ， 相 对 交配 型 产生 的 单 倍 体 核 进入 同 
一 个 细胞 后 〈 核 配 后 ) RARER, MAAK, AE 
行 减 数 分 裂 。 减 数 分 裂 期 间 ， 染 色 体 发 生 重新 排列 和 组 合 使 
遗传 因子 发 生 重 组 〈 图 4) 。 这 种 同 源 重 组 过 程 在 产生 新 的 
基因 型 方面 非常 有 效 。 艾 如 ， 如 果 两 种 生物 有 an 个 不 同 的 基 
因 ， 则 该 基因 组 间 发 生 重 组 后 可 产生 2" 种 基因 型 。 如 果 两 个 
菌株 分 散在 成 千 上 万 个 碱 基 对 中 只 有 12 个 碱 基 对 不 同 ， 将 产 
生 2… 王 4096 种 新 的 基因 型 。 

有 性 杂交 在 许多 生物 中 可 能 由 于 繁殖 系统 的 存在 而 复杂 
化 。 这 些 夭 殖 系 统 可 通过 阻止 自 交 产生 的 近亲 交配 来 保证 群 
体 的 异 交 。 繁 殖 系统 以 这 种 方式 促进 了 适当 遗传 物质 的 连续 
eto WA is AT EF AER ST RMA 
在 。 这 些 繁殖 系统 已 被 广泛 用 于 各 种 蘑菇 的 商业 化 生产 ， 如 
FR. APE A ELK 

酵母 不 同 菌 株 的 有 性 杂交 技术 ， 已 被 用 于 现代 化 工厂 方 
法 快速 生产 面包 、 提 高 酒 的 酒精 含量 和 酿造 特殊 啤酒 时 除去 
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几乎 所 有 碳水 化 合 物 等 方面 。 


(a) 
单 倍 体 
(b) 
二 倍 体 
(c) 
单 倍 体 
{d) 


图 4 真 核 生 物 的 减 数 分 裂 

真 仿生 物 的 遗传 重组 过 程 包括 染色 体 的 部 分 交换 和 染色 体 的 重新 分 配 。 典 

型 的 酝 母 菌 在 生活 周期 的 大 部 分 时 间 是 单 倍 体 ， 具 有 15 或 巧 条 以 上 染色 体 的 二 
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AREA, RARBWTRPHZARER. BNR HATA ae 
(a) ， 然 后 核 融合 〈b) BRAABEXTBZREKANIE KE. EREDR 
期 间 〈《 有 性 生殖 期 ) 染色 体 成 为 由 两 个 染色 单 体 组 成 的 双 倍 结 HW (Cc). A 
染色 体 配 对 并 通过 交叉 交换 评分 染色 单 体 。 然 后 形成 四 个 单 倍 体 的 有 性 孢子 
《d) 。 每 个 孢子 可 获得 不 同 于 双亲 细胞 〈 黑 色 与 划 线 ) 的 基因 新 组 合 : 相 同 
染色 体 上 的 基因 〈A，a; B，p) 因 交 换 而 重组 ， 不 同 染色 体 上 的 基 A RE 
- 体 对 成 员 的 重新 分 配 而 带 走 。 


2.5 HH at 


a Ey DF Fd FS BS A YP as i yA HE 
。 但 是 ， 这 些微 生物 可 通过 准 性 过 程 获 得 有 限 的 重 
- 组 。 难 性 对 程 包括 所 有 营养 细胞 中 发 生 的 不 经 过 减 数 分 裂 的 


一 起 。 已 经 在 生物 工程 中 实际 应 用 的 机 制 包括 接合 、 转 导 、 
转化 、 有 丝 分 玖 重 组 和 原生 质 体 融合 。 

细菌 的 接合 旦 指 遗 传 信息 通过 细胞 与 细胞 的 接触 从 一 个 
细胞 转移 到 另 一 俱 细 胞 的 过 程 。 接 合 现象 也 可 在 真 核 生物 的 
单 倍 体 配 子 融合 形成 二 倍 体 的 合子 时 发 生 (Esa) 。 接 合 是 
适应 性 最 强 的 转移 方法 之 一 ， 而 且 这 种 方法 对 于 种 内 和 种 间 
遗传 物质 的 转移 最 为 有 效 。 在 细菌 中 ， 接 合 通常 以 质粒 为 中 
介 ， 甚 至 包括 在 矶 fr 和 有 关 菌 株 的 特例 中 ， 曾 经 是 ROM 
外 遗传 因子 已 经 本 入 成 为 染色 体 的 一 个 部 分 。 接 合 转移 的 同 
时 ， 发 生 DNA 复 制 ， 可 导致 转移 的 DNA 与 受 体 基因 组 相 整 
苦 兰 氏 阴 性 细菌 的 特性 , 但 在 革 兰 氏 阳 性 菌 中 也 
有 发 现 。 首 次 发 现 的 细菌 接合 系统 包括 两 种 不 同 的 大 肠 杆菌 
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音 株 细胞 与 细胞 的 接触 ， 然 后 通过 这 两 种 接合 型 中 的 性 合 毛 
或 管子 进行 遗传 物质 的 转移 。 形 成 性 伞 毛 的 细胞 含有 一 个 略 
外 的 遗传 成 分 ， 即 F 因 子 或 质粒 ， 它 控制 着 细菌 环 状 PT 的， 
断裂 以 及 该 DNA 向 其 它 细菌 细胞 的 转移 。 此 后 ， 两 个 基因 
组 在 受 体 细胞 中 发 生 重 组 。 寄 主 广 谱 性 质粒 为 许多 革 兰 氏 关 
性 细菌 间 的 基因 转移 提供 了 可 能 。 接 合 已 被 用 于 抗生素 生生 
菌 〈 链 霉菌 和 诺 卡 地 菌 ) 的 菌株 改 民 。 


(a) 接合 (b) 转 导 {c) 转化 


图 5 准 性 过 程 的 机 制 
(a) 接合 ， (b) 转 导 ，(〈c) RK. 


转 导 是 指 遗 传 物质 通过 病毒 载体 由 一 个 细胞 转移 到 另 一 ， 

个 细胞 , 随后 通过 重组 并 与 受 体 基因 组 相 结合 的 过 程 (图 5b)。 
党 源 性 细菌 的 叭 菌 体 〈 即 组 菌 病 毒 ， 如 噬菌体 ) 可 将 细菌 “ 
的 部 分 基因 组 整合 到 自己 的 基因 组 中 ， 并 将 其 转移 到 另 一 个 
宿主 细胞 。 在 适当 的 条 件 下 ， 这 种 细菌 DNA 可 以 在 浙 的 细 ， 
陶 中 被 才 达 。 英 国 帝 国 化 学 工业 公司 利用 转 导 对 在 普 鲁 丁 “ 
过 程 中 生产 单 细 胞 蛋白 所 用 的 细菌 进 行 了 成 荔 的 改 席 引 在 动 
iy uy iki, BOBO (SF40) 和 老鼠 多 癌 病 毒 正 在 引 ， 
起 人 们 的 兴趣 ， 而 在 植物 细胞 方面 , 花 椰 莱 花 班 病毒 CCMV) ， 
作 为 — 种 类 型 的 病毒 性 传递 媒介 ， 已 经 引起 大 们 的 特别 关 ， 
24 q 
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注 .CMY 是 一 种 寄主 范围 局 限于 十 字 花 科 的 双 链 DNA 分 子 。 
这 神 病 毒 系统 必 将 在 植物 的 生物 工程 中 发 挥 重 要 作用 。 

转化 是 指 来 自 一 个 细胞 的 DNA 被 另 一 细胞 摄取 并 稳定 
保持 的 遗传 物质 单 血 转移 的 过 程 。 转 化 已 在 细菌 中 广泛 应 
AA (Kise) ， 在 酵母 和 链 霉菌 中 正 得 到 广泛 和 迅速 的 开发 ， 
但 在 线 状 真菌 和 动 植物 细胞 方面 至 今 只 有 少数 成 功 的 实例 。 
转化 DNA 在 导入 细胞 之 前 可 进行 诱 变 等 体外 处 理 和 操作 。 
转化 过 程 存 在 的 主要 缺点 是 大 多 数 细菌 群体 都 只 能 获得 很 小 
比例 的 转化 细胞 〈 大 肠 杆 菌 约 为 0.1 狗 ,枯草 杆菌 约 高 出 10 人 ~ 
100 倍 )。 大 肠 杆菌 实验 表明 ， 大 的 质粒 DNA 分 子 (这 20kb) 
比 小 分 子 转化 效率 低 。 转 化 已 成 为 以 质粒 为 载体 的 遗传 工程 
的 主要 方法 ， 这 将 在 本 章 后 面部 分 予以 讨论 。 

有 丝 分 裂 重组 对 于 线 状 真菌 特别 重要 。 某 些 营 养 期 为 单 
倍 体 的 真菌 可 以 有 少数 核 融合 形成 二 倍 体 。 真 菌 无 性 周期 的 
二 和 镶 体 阶段 ， 是 由 处 于 杂 合 状态 的 营养 核发 生 融 合 的 结果 。 
有 丝 分 裂 重 组 过 程 包括 以 下 几 个 时 期 : 〈1) 两 个 单 倍 体 的 
菌 丝 体 之 闻 形 成 异 核 体 〈 两 个 或 两 个 以 上 不 同 细胞 核 共 用 
一 种 细胞 质 ) ; (2) 少数 异性 核发 生 融合 (频率 约 为 10-“); 
(3) 二 倍 体 核 内 发 生 有 丝 分 裂 的 交叉 “〈 频 率 为 10 /每 次 核 
DA) 并 产生 染色 体 间 的 交换 ， (4) 二 倍 体 核 还 原 为 MR 
体 状态 ， 即 单 倍 体 化 ， 频 率 约 为 每 次 核 分 裂 的 107? (Ale). 
这 种 有 丝 分 裂 重组 使 我 们 能 对 没有 有 性 生活 史 的 生物 进行 遗 
传 分 析 和 控制 繁殖 。 就 重组 效率 来 讲 ， 有 丝 分 裂 重 组 比 有 性 
重组 效率 低 得 多 。 这 种 准 性 杂交 方式 在 很 多 工业 微生物 中 均 
BRA, 如 产 黄 青 霉 、 米 曲霉 和 顶头 孢 霉 。 由 于 工业 上 保密 的 
缘故 ， 这 一 系统 在 工业 实践 中 的 应 用 究竟 有 多 广 很 难 了 解 
到 。 然 而 ， 可 以 肯定 ， 这 一 系统 在 柠檬 酸 和 青霉素 的 生产 菌 
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图 6 有 丝 分 裂 重 组 示意 图 


a 有 丝 分 裂 重组 在 一 些 高 等 植物 和 动 
物 的 组 织 培养 中 也 有 过 记载 。 
实现 蕉 性 杂交 首先 要 求 所 需 细 胞 能 够 融合 。 由 于 同 基因 
和 异 基 因 的 不 亲 和 性 ， 细 胞 融合 存在 着 许多 障碍 。 但 是 ， 现 
eee eM T, ee 
特定 的 实验 室 方 法 使 细胞 的 原生 质 体 直接 融合 ， 或 通过 转化 
的 方法 用 分 离 的 DNA 感 染 等 方式 来 苑 服 。 
2.5.1 原生 质 体 融 合 “不同 生物 间 基 因 重 组 的 自 然 屏障 通 
常 主要 是 细胞 壁 。 如 果 用 制备 原生 质 体 的 方法 来 消除 这 
一 屏障 ， 并 认识 到 细胞 膜 具 有 较 相 似 的 组 成 ， 那 么 ， 诱 导 不 
。 同 物 种 的 原生 质 体 融合 并 形成 杂种 细胞 也 是 可 行 的 ， 这 样 便 
和 把 它们 的 基因 结合 在 一 起 。 诱 导 微生物 原生 质 体 融 合 是 发 展 
eta 一， 不 仓 在 基础 和 应 用 研究 方面 均 
已 较 快 地 积累 了 资料 。 早 期 为 建立 游离 原生 质 体 和 细胞 再 生 
技术 的 许多 研究 ， 在 很 大 程度 上 决定 了 今天 细菌 、 真 菌 和 动 
植物 细胞 原生 质 体 融合 与 再 生 技 术 的 成 功 。 现 在 ， 已 经 能 够 
常规 地 使 大 多 数 微生物 细胞 形成 原生 质 体 。 
虽然 已 有 报道 能 用 机 械 方 法 和 其 它 非 酶 学 方法 游离 原生 
质 体 ， 但 主要 的 研究 方向 ， 仍 倾向 于 使 用 溶 苦 酶 游离 原生 质 
你 。 这 种 深 菌 消化 作用 的 几 个 主要 环节 就 是 本 、 渗透 压 稳 定 
剂 和 所 用 的 生物 材料 。 
酵母 原生 质 体 的 制备 可 用 市 售 的 蜗牛 消化 液 制剂 进行 。 
这 种 制剂 与 蜗牛 酶 、glusulase 酶 和 硫酸 酯 酶 一 样 有 用 。 一 般 
来 说 ， 大 多 数 市 售 溶菌 制剂 对 于 制备 线 状 真 菌 的 原生 质 体 不 
很 有 效 , 但 对 于 其 它 许 多 微生物 , 特别 是 对 链 霉菌 和 某 些 线 状 
真菌 溶菌 则 效果 很 好 。 在 大 多 数 情 况 下 ， 产 生 贡 在 合成 细胞 
壁 消 化 酶 复合 体 时 ， 要 求 培 养 基 中 有 诱导 底 物 存在 。 有 种 生 
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产 细 胞 壁 消化 酶 的 新 方法 ， 其 作法 是 将 产生 菌株 放 在 比 正常 ， 
珊 源 含量 低 〈 如 葡萄 糖 、 蔗 糖 含 量 低 ) ， 但 含有 比较 纯 的 被 
处 理 莫 株 细胞 壁 的 培养 基 中 培养 。 产 生 菌 的 有 效 生长 需要 产 
He Fe ee A 2 HET 以 便 启 动 那 些 必 需 的 低 oy Pt OE 
源 。 

一 般 说 来 ， 用 指数 期 细胞 比 用 稳定 期 细胞 更 容易 产生 诛 
生 质 体 。 由 此 表明 ， 细胞 壁 的 化 学 组 成 在 细胞 生长 周期 中 发 
生 着 变化 。 上 3 | 

化 学 稳定 剂 是 维持 去 壁 后 原生 质 体 渗透 压 所 必 不 可 少 
的 。 无 宙 盐 、 糖 、 酒 精 被 成 功 地 用 于 维持 去 壁 后 游离 原生 质 ， 
体 的 完整 性 。 如 果 没 有 渗透 压 稳定 剂 ， 去 壁 后 的 原生 质 体 会 | 
很 快 破裂 。 启 

原生 质 体 中 有 很 大 一 部 分 可 以 产生 新 细胞 壁 并 随后 完全 “ 
恢复 正常 正 长 。 因 此 ， 只 要 有 丝 分 裂 重 组 能 在 融合 的 离 体 原 
生 质 体 间 发 生 ， 即 可 在 恢复 正常 生长 后 产生 遗传 上 被 改变 的 
有 活力 的 生物 。 

不 管 是 相似 菌株 还 是 相 异 菌株 ， 它 们 发 生 自然 原生 质 体 
融合 的 频率 都 很 低 。 但 是 ， 由 于 使 用 了 聚 乙 三 醇 人 EC) 
作为 原生 质 体 融合 的 促进 剂 ， 融 合 频率 至 少 提高 了 一 千 倍 。 
利用 PEG 诱 导 真 菌 原生 质 体 融 合 的 方法 学 研究 表明 元 对 于 分 
子 量 4000 或 6000 的 EEC 制剂 来 说 ， 以 25 多 一 4 驳 的 浓度 诱导 
PRAIRIE. Ca? 离子 是 获得 高 频率 融合 必 不 可 少 的 " | 
原生 质 体 融 合 的 具体 过 程 是 ， 首 先 由 于 广泛 脱水 和 形成 各 种 
凝聚 体 导 致 原生 质 体 胶合 ， 然 后 原生 质 体 收 编 并 且 高 度 变 
形 ， 膜 内 各 白质 颗粒 在 紧密 接触 的 部 位 发 生 转 位 7 随后 这 些 
熏 白 质 颗粒 相互 并 合 。 在 蛋白 质 裸露 的 相 邻 细胞 膜 之 间 奸 类 
脂 与 类 脂 相互 作用 ， 在 Ca:+ 离 子 参与 下 ， 这 些 类 脂 众 子 发 
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生 重组 。 这 就 使 得 接触 部 位 的 小 面积 细胞 膜 相 融 合 ， 形 成 小 
的 细胞 质 桥 。 随 着 细胞 质 桥 的 不 断 扩展 ， 两 个 原生 质 体 最 后 
完全 融合 为 一 体 。 

最 近 ， 研 制 了 一 种 新 颖 的 可 用 于 原生 质 体 融合 的 电场 融 
合 方法 。 电 场 融 合 是 一 种 迅速 而 温和 的 过 程 ， 利 用 它 可 使 相 
同 的 细胞 融合 成 为 巨型 细胞 ， 或 使 无 亲缘 关系 的 细胞 形成 杂 
种 ， 还 可 以 把 细胞 内 的 物质 包 塞 起 来 。 利 用 电场 融合 法 使 细 
胞 融合 时 ， 细 胞 被 置 于 低 水 平 、 非 匀 质 的 高 频 电场 中 ， 细 胞 


在 电场 作用 下 定向 为 链 状 。 这 时 ， 可 用 直流 电 在 相 邻 的 细胞 


膜 处 打开 微 孔 ， 使 细胞 内 含 物 互相 混合 并 实现 细胞 融合 。 这 
种 方法 还 可 能 会 改变 细胞 外 膜 的 乏 性 ， 使 基因 大 小 的 物质 被 
包 在 里 面 。 

来 自 不 同 菌 株 的 两 个 原生 质 体 融 合 后 ， 形 成 的 细胞 叫 蜡 


， 核 体 ， 因 为 它 含 有 来 目 不 同 遗传 来 源 的 细胞 核 。 异 核 体内 ， 


个 同 基 因 型 的 单 倍 体 核 之 间 以 及 闻 种 类 型 的 核 之 闻 可 发 生 核 
的 融合 ， 即 二 倍 体 化 。 不 同 基 因 型 的 单 倍 体 核 融合 后 形成 杂 
舍 的 三 倍 体 核 ， 而 相同 基因 型 的 单 倍 体 核 融 合 后 将 形成 纯 合 
的 三 倍 怀 核 。 接 着 ， 可 使 融合 后 的 原生 质 体 〈 由 单 倍 体 和 二 
倍 体 核 混合 构成 ) 再 生 为 具有 开 常 繁殖 能 力 的 成 长 的 菌 体 。 

在 此 长 出 期 期 内 ,二 倍 体 核 可 进行 分 裂 , 偶尔 伴 有 有 丝 分 
裂 的 交换 ， 并 因此 产生 出 新 的 基因 组 合 和 连锁 关系 。 这 些 重 
组 为 菌 体 惠 来 了 正常 性 别 的 一 些 好 处 。 

通过 这 种 准 性 过 程 方式 ， 原 来 为 单 倍 体 的 生物 可 获得 新 
的 三 倍 体 品系 。 然 而 ， 在 很 多 情况 下 ， 这 种 二 倍 体 品 系 将 发 
生 单 倍 体 化 。 由 于 有 丝 分 裂 重 组 导致 了 新 连锁 群 的 产生 ， 一 
些 新 的 单 倍 体 菌 株 的 基因 型 将 不 同 于 双亲 中 的 任何 一 方 。 在 
线 状 真菌 中 ， 单 伐 体 化 过 程 常 常 发 生 在 分 生 陷 子 形成 时 期 ， 
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其 中 每 个 分 生 孢 子 都 是 只 有 一 个 核 的 单 倍 体 。 

酒 过 原生 质 体 融 合 改良 工业 菌株 必须 做 到 三 作 事 : 

(a) 产生 能 存活 的 原生 质 体 ; 

(b) 获得 高 的 融合 频 座 ; 

(c) 将 融合 售后 的 原生 质 体 再 生 为 生长 的 菌落 ， 并 在 菌 
落 中 实现 二 倍 体 化 和 单 倍 体 化 。 

对 于 链 霉 菌 和 其 它 抗 生 素 产生 菌 的 菌株 牙 度 来 说 ”原生 
质 体 融合 似乎 是 最 有 希望 的 方法 。 这 一 方法 很 可 能 导致 新 的 
抗 生 结 构 的 产生 和 高 产 基因 库 的 扩大 。 最 近 ， 有 人 实现 了 两 
种 不 同类 型 酵母 细胞 的 融合 ， 再 生 的 细胞 被 繁殖 和 用 于 白 葡 
萄 酒 的 生产 。 对 于 抗生素 产生 菌 的 改良 来 说 ， 细胞 融合 技术 
比重 组 DNA 技 术 更 有 希望 ， 因 为 这 种 改良 过 程 涉 及 许多 基 
因 。 线 状 真菌 的 原生 质 体 融合 以 及 种 间 原 生 质 体 融 合 已 被 成 
功 地 用 于 菌株 改 民 。 对 于 种 间 蜡 核 体 和 没有 明显 有 性 周期 的 
线 状 真菌 来 说 ， 原 生 质 体 融合 似乎 是 基因 重组 的 唯一 手段 。 

从 大 多 数 植物 种 可 以 制备 原生 质 体 ， 但 能 够 再 生 细 胞 
辟 、 分 型 并 最 后 分 化 为 正常 植株 的 植物 种 则 很 少 。 许多 重要 
作物 都 属于 后 种 情况 。 通 过 植物 的 离 体 原生 质 体 融合 技 
术 获 得 新 的 体 细 胞 薪 种 ， 被 认为 是 植物 科学 二 的 重信 芝 
术 进 步 。 

实际 上 , 原生 质 体 在 诱发 融合 后 ， eon Stem 
75 A A WEEE Pa AT 2, ZR SE RE ABA 
胞 、 同 核 体 和 蜡 核 体 〈 即 体 细胞 杂 种 ) 共 同 组 成 的 混合 群 
体 。 从 该 群体 中 鉴别 和 筛选 体 细胞 杂种 可 通过 遗传 标记 的 表 
达 、 生 长 所 需 的 生理 学 要 求 或 显 微 操 作 等 手段 进行 时 不同 物 
种 的 原生 质 体 融 合 有 时 也 能 产生 打 种 ， 但 这 些 杂种 总 是 不 育 
的 ， 无 法 与 育种 方案 结合 利用 。 只 有 能够 与 传统 的 育种 方 案 
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MEA, PRA NOZe BE A AE ZE PEO REE. OW 
止 ， 农 业 生产 上 还 没有 一 个 新 品种 是 用 原生 质 体 融 合 的 方法 
培育 出 来 的 。 然 而 ， 在 不 远 的 将 来 ， 用 原生 质 体 融 合 技术 培 
育 出 新 的 作物 品种 是 毫 无 疑问 的 。 原 生 质 体 融 合 技术 将 开辟 
一 个 创造 性 的 并 且 有 利于 农业 发 展 的 新 天 地 。 

动物 细胞 也 可 进行 原生 质 体 融 合 ， 但 没有 机 会 获得 完全 
发 育 的 动物 体 。 但 是 ， 无 论 对 于 植物 还 是 动物 的 组 织 繁殖 ， 
原生 质 体 融 合 技术 都 可 作为 改变 遗传 构成 的 有 价值 的 手段 。 

生物 属 间 和 界 间 原生 质 体 融合 的 异常 例子 已 有 发 生 , 如 ， 
酵母 原生 质 体 与 鸡 血红 细胞 、 动 物 与 真菌 的 异 核 体 以 及 细菌 
与 酵母 的 融合 。 这 些 实验 虽然 没有 立即 获得 有 价值 的 遗传 后 
果 ， 但 它们 说 明了 将 有 可 能 通过 分 类 学 上 十 分 远 缘 的 细胞 的 
融合 实现 物种 间 遗 传 因子 的 转移 。 
2.5.2 细胞 融合 细胞 的 直接 融合 已 成 为 单 克隆 抗体 形成 
的 基础 一 一 后 者 是 现代 生物 工程 中 最 活跃 和 最 富有 成 就 的 领 
域 之 一 。 单 克隆 抗体 是 由 单一 来 源 的 细胞 ， 即 克隆 产生 的 只 
识别 一 种 抗原 的 抗体 。 

制备 抗 病 疫 苗 是 医疗 上 存在 已 久 的 领域 。 疫 苗 可 以 使 身 
体 产 生 抗 性 ， 即 产生 一 定 水 平 的 抗体 , 并 建立 起 一 个 预备 的 、 
当 病 原 菌 以 毒性 形式 发 生 时 能 生长 并 产生 抗体 的 细胞 群体 。 
疫苗 是 由 非常 复杂 而 又 无 法 用 化 学 方法 合成 的 抗原 混合 而 成 
的 复合 体 。 

当 外 源 物 质 或 微生物 GE eS Awa AM, 3 
体 将 产生 免疫 反应 ， 形 成 可 分 泌 抗体 的 浆 细 胞 〈 由 B- 淋 巴 细 
胞 产生 ) ， 和 分 泌 的 抗体 将 以 高 度 的 特异 性 识别 、 中 和 和 排除 
抗原 。 实 际 上 ， 对 某 种 特定 抗原 的 抗 体 反应 是 高 度 异 质 性 
的 。 分 离 这 些 抗体 实际 上 是 不 可 能 的 。 所 以 ， 传 统 的 抗 血 
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二 混合 的 抗体 构成 。 然 而 ， 现 在 已 经 知道 每 种 搞 体 帮 可 上 
洒 过 不 同 的 B- 淋 巴 细胞 系 和 它们 的 衍生 浆 细 胞 产生 。 因 此 ， 
只 要 能 够 克隆 一 种 细胞 系 就 能 够 上 产生 一 种 抗体 。 遗 憾 的 
是 ,， 浆 纲 胞 无 法 进行 培养 。1872， Kohler 和 NMilstein 在 他 
们 的 一 个 著名 试验 中 证 实 ， PAU OI BS BD A FE 
乃 《 细 胞 增殖 力 极 强 a a ee SL) 融合 ， PoE RUZ Bs Be 
sg Soh BUSA EE STE 2 Ts A eS 
特性 ， 又 才 现 出 骨 散 总 细胞 增殖 力 强 的 特性 。 因此 产生 了 单 
克隆 抗体 。 
制备 单 克 隆 抗 体 的 方法 是 : 将 抗原 注射 到 老鼠 或 兔子 体 
内 ， 取 出 脾脏 ， oo FE FEE Fe SH (图 7)。 
牌 脏 细胞 中 约 有 1 儿 为 分 泌 抗 体 的 乏 细胞 ， 最 后 的 杂交 瘤 中 
志 10 驳 蚊 分 泌 抗体 的 细胞 。 每 个 杂交 瘤 细 胞 都 能 产生 唯 的 ， 
一 种 抗体 ， 对 它们 可 采用 一 定 的 选择 技术 加 以 鉴别 然后 加 
以 繁殖 或 区 隆 。 由 单 克隆 抗体 杂交 瘤 细 胞 产生 的 克隆 可 以 准 
藏 、 可 以 注射 到 动物 体内 Al 以 进行 培养 大 量 地 产生 抗 ， 
体 。 这 些 克 隆 的 细胞 有 许多 在 遗传 上 不 稳定 。 虽然 这 些 细胞 
在 失去 部 分 染色 体 后 可 以 变 得 比较 稳定 ， (ARNE 
单 克 隆 抗 体 用 途 很 厂 ， 它 可 作为 十 分 准确 和 灵敏 的 分 析 
试剂 用 于 肽 、 蛋 白质 和 激素 等 药物 的 分 析 ， 还 可 作为 许多 医 
疗 过 程 的 诊断 药 ， 加 检查 输血 用 的 血样 中 是 否 存在 不 合 要 求 
的 因子 。 遗传 操作 与 单 克隆 抗体 技术 的 结合 很 可 能 开辟 出 一 
种 能 有 效 地 生产 病毒 、 细 菌 和 寄生 物 抗体 的 新 途径 。 BA Ge Be 
be Dk Et ee Ti Fy a Se. SP eS 临床 
诊断 和 治疗 〈 包 括 化 学 治疗 剂 的 定 码 ) 等 。 
现在 可 以 确信 ， 础 合 技术 不 但 能 为 原核 生物 和 简单 真 核 
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生物 “〈 如 酵母 、 线 状 真菌 ) 在 生物 工程 中 的 利用 作出 重大 贡 
献 ， 还 将 为 正在 进行 的 利用 高 等 动 植物 组 织 培 养 开 发 新 产品 


的 过 程 作出 大 的 贡献 。 
2.6 重组 DNA 技 术 
随 着 离休 基因 克隆 技术 的 发 展 ， 在 适当 生物 系统 中 ， 对 
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来 自 几 乎 所 有 有 机 体 的 所 有 DNA 片 断 进行 JPRS. 纯化 和 选 
择 性 增殖 已 成 为 可 能 。 因 此 ， 为 遗传 物质 的 分 析 与 操作 带 来 
了 革命 性 的 变化 。 基 因 克 隆 时 ， 由 于 PRT DNA 中 与 目的 
基因 无 关 的 部 分 ， 分 析 与 操作 可 以 基本 上 对 准 感 兴趣 的 基因 
区 域 ， 因 此 ， 所 用 方法 的 效率 大 有 提高 ， 而 且 也 简化 了 对 目 
前 修饰 后 衍生 物 的 鉴定 与 研究 过 程 。 当 原生 质 体 融合 时 ， 基 
因 中 的 大 部 分 或 全 部 混 到 一 起 ， 而 那些 感 兴 趣 的 性 状 二 般 受 
很 多 基因 所 控制 〈 如 抗生素 ) 。 与 原生 质 体 融合 救 术 相反 ， 
重组 DNA 技 术 一 般 只 涉及 与 已 知 基 因 产 物 (如 蛋 自 质 、 肽 ) 
有 关 的 少数 个 别 基 因 。 

1978 年 遗传 操作 准则 将 遗传 操作 定义 为 ， “利用 各 种 手 
段 从 细胞 中 分 离 出 核酸 分 子 并 将 其 通过 病毒 、 细 菌 质 粒 或 其 
它 载体 系统 整合 到 原来 不 具有 该 核酸 分 子 但 允许 该 分 子 继续 
繁殖 的 寄主 体内 ， 最 后 形成 遗传 物质 新 组 合 的 过 程 ”。 根 据 
这 一 定义 ， 遗 传 操 作 并 不 包括 单 克隆 抗体 的 操作 和 用 传统 遗 
传 技术 进行 的 遗传 改良 以 及 体外 受精 和 动物 中 使 用 的 克隆 技 
术 等 内 容 。 记 今 为 止 ， 遗 传 操作 技术 对 生物 工程 研究 与 应 用 
的 贡献 不 大 ， 但 很 重要 。 

近 十 年 来 , 分 子 生 物 学 的 一 些 重要 发 现 导 致 了 DNA 重 组 
技术 的 迅速 发 展 。 特 别 重要 性 的 发 现 包括 : 二 种 对 于 进入 其 
细胞 的 外 源 DNA 不 产生 降解 或 限制 作 用 的 大 肠 杆菌 突变 株 
的 成 功 分 离 ， 以 及 能 在 特定 位 点 打 断 双 链 DNA 的 限制 性 内 
切 酶 的 发 现 与 研究 。 一 般 说 来 ， 外 源 DNA 片 断 本 身 不 能 在 
寄主 细胞 中 产生 转化 作用 和 进行 有 效 复 制 。 这 个 问题 主要 通 
过 DNA 片 断 与 裁 体 的 连接 来 解决 。 这 些 载体 可 以 进入 寄主 
细胞 并 使 有 关 遗 传 信息 得 以 表达 。 通 常 使 用 的 载体 包括 细菌 四 
质粒 、 叭 菌 体 和 酵母 2hDNA。DNA 片 断 与 载 体 在 DNA 连 | 
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BBESSTRERENRER. KHMAMHAA RAN 
DNAS) 通过 转化 过 程 导 入 FER 内 〈 如 大 肠 杆 菌 、 相 
草 杆 菌 或 啤酒 酵母 体内 ) 。 随 着 寄主 细胞 的 生长 与 繁殖 〈 交 
隆 ) ， 载 体 也 复制 和 增殖 外 源 DNA。 克 隆 整个 基 因 组 是 可 
能 的 ， 它 将 产生 出 独立 DNA 分 子 的 大 集合， 即 基因 组 文 
库 。 基 因 组 文库 含有 这 种 生物 基因 组 的 所 有 序列 。 原 则 上 
说 ， 只 要 能 够 获得 检测 基因 的 探 针 ， 分 离 任何 基因 都 应 该 是 
可 能 的 。 如 果 殉 隆 的 一 个 序列 其 平均 大 小 为 20kb， 那么 ,要 
建立 一 个 完整 的 人 类 基因 组 文库 将 需要 大 约 700, 000 个 单 个 
HY Sto 

遗传 操作 技术 为 人 类 提供 了 大 变 音 的 能 力 ， 因 为 这 些 技 
术 兄 效 快 ， 可 以 普遍 应 用 并 且 能 够 严格 控制 操作 过 程 ; 更 重 
要 的 是 ， 可 以 创造 以 前 用 实验 室 方法 从 未 筛选 出 的 新 遗传 组 
合 。 重 组 DNA 技 术 是 当今 生物 科学 中 发 展 最 迅速 的 领域 之 
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“克隆 ”这 个 概念 是 重组 DNA 技 术 的 核心 部 分 。Tim- 
mis (1981) 将 “克隆 ”定义 为 : “从 相似 成 分 的 混合 体 中 
分 离 出 能 繁殖 的 单个 成 分 , 并 将 它们 进行 分 别 繁殖 的 过 程 ”。 
实际 上 ， 克 隆 技 术 早已 被 人 们 用 来 通过 营养 方式 繁殖 病毒 、 
微生物 和 植物 的 纯 种 ， 从 而 保证 了 这 些 生物 基因 组 的 准确 连 
续 性 〈 表 7) 。 现 在 ， 克 隆 这 个 词 还 包括 单 个 自主 遗传 因子 
(如 质粒 和 隐蔽 性 病毒 基因 组 ) 的 分 离 与 保存 。 细 胞 生物 的 
克隆 只 需要 营养 培养 基 ， 病 毒 和 质粒 的 克隆 则 需要 某 种 特定 
寄主 细胞 和 营养 培养 基 ， 而 基因 的 区 隆 则 需要 某 种 载体 复制 
子 、 特 定 的 寄主 细胞 和 营养 培养 基 。 各 种 类 型 生物 的 克隆 技 
术 在 生物 工程 中 均 有 其 重要 作用 。 因 此 生物 工艺 过 程 中 使 用 
的 所 有 微生物 、 植 物 和 动物 细胞 需要 在 纯 和 稳 的 状态 下 保存 
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与 繁殖 。 病 毒 与 质粒 的 繁殖 或 扩 增 更 已 成 为 蔡 新 的 生物 工 
的 有 力 工 具 。 | 


EHR ADEM 9h 生长 培养 基 “， 扩 增 了 要求- 
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) ， 在 固体 培养 增 形成 菌落 
关 二 半生 
we kK ”物理 和 生物 学 方 “ 宿 
+, Bane, 培 
用 个 别 病 毒 颗粒 琼脂 
感染 敏感 型 宿主 
织 胞 


‘Reh SAREE EAB: 

宿主 的 生长 

板 1 CFG 
ia XE 


AN MBI Beit Be TARR Beam, 
ney) oO, HEE, Rw. 含有 TET BRA 
用 个 别 分 子 转 人 质粒 编码 特 成 菌落 的 细 培养 基 
感受 态 细 性 选择 性 因子 ”化 中 扩 增 
的 营养 琼脂 平 
板 t 
基因 染色 体 ”生物 化 学 或 物理 宿主 细菌 的 纯 “个别 质 粒 分 克隆 载体 ; 适 
FE BONA HHO, 会 有 于 在 个 别 彩 当 的 ,NA 
打 断 成 基 因 大 RHOADS RESO “片断 形成 方 
小 的 片断 并 与 质 。 选择 性 因子 的 ， 菌 中 扩 ; DNA 
粒 分 子 连 接 ， 然 ”营养 琼脂 平 a, 
后 转化 感受 态 细 。 板 - ， 主 细菌; 营 
胞 养 与 选择 性 
培养 基 
”本 项 参阅 基因 的 离休 克隆 化 内 容 。 


关于 基因 克隆 或 重组 DNA 技 术 的 原理 ， 将 主要 以 大 肠 
杆菌 KK-12 的 质粒 载体 系统 为 例 进行 简单 的 讨论 。 虽然 利用 
病毒 载体 进行 基因 克隆 的 技术 在 细节 上 有 所 不 同志 但 涉及 的 
原理 是 相似 的 。 es 

图 3 和 图 9 简要 说 明了 外 源 DNA 体 外 转移 和 在 寄主 细菌 
纲 胞 中 表达 的 基本 要 点 。 这 些 要 点 可 概括 如 下 : oe 

C1) 分 离 环 状 质粒 DNA 分 子 。 这 种 质粒 DNA 分 子 必 
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图 9 克隆 技术 的 策略 


须 具 有 一 个 被 外 源 DNA 整 合 后 基本 功能 不 遭 破 坏 的 位 点 。 

(2) 用 限制 性 内 切 酶 产生 适用 于 克隆 的 DNA 片 断 。 插 

入 的 DNA 片 断 可 以 是 另 一 种 微生物 (原核 生物 或 真 核 生 物 )， 

或 动 植物 的 染色 体 片断 ， 也 可 以 是 某 种 化 学 合成 的 DNA 序 

列 。 
(3) 将 外 源 DNA 与 载体 连接 。 

(4) 将 杂种 DNA 重 组 体 引入 寄主 细胞 。 

(5) 带 有 重组 体质 粒 的 转化 子 的 表达 。 

由 此 可 见 ， 这 项 新 的 遗传 技术 的 主要 特点 是 可 以 在 很 大 

程度 上 对 被 克隆 的 DNA 片 断 进行 控制 ， 并 且 基 本 上 可 用 于 

任何 生物 的 任何 DNA 片 断 。 

2.6.1 质粒 对 于 重组 DNA 技 术 来 说 ， 质 粒 是 它 的 基本 组 

成 部 分 。 质 粒 基 本 上 是 独立 于 染色 体 并 且 能 够 稳定 遗传 的 分 

子 。 它 们 在 医学 和 农业 方面 很 重要 ， 因 为 它们 赋予 了 人 类 和 

动物 的 病原 菌 以 抗 药性 ， 并 且 可 能 带 有 为 增加 这 种 病原 菌 臻 
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病 力 的 毒素 或 其 它 蛋 白质 编码 的 序列 ， 有 的 质粒 与 根瘤 菌 的 
固氮 作用 有 关 ;， 有 的 带 有 与 多 种 代谢 活动 有 关 的 基因 ， 使 得 
茶 些 细菌 能 够 分 解 ， 可 能 成 为 环境 污染 物 的 化 合 物 。 质 粒 是 
双 链 的 DNA 分 子 ， 以 共 价 闭合 环 状 分 子 〈CCC) 形式 存在 
于 条 主 细胞 中 。 质 粒 的 分 子 量 约 为 1X10* 一 200X10s， 接 合 
性 质粒 可 以 将 它们 的 拷贝 由 一 个 细菌 转移 到 另 一 个 细菌 ;并 
且 可 以 在 细菌 闻 进 行 染色 体 DNA 片 断 的 转移 。 捅 入 序列 和 
转 座 子 也 可 以 由 质粒 携带 。 质 粒 可 作为 DNA 克隆 的 载体 。 

带 有 抗 药性 基因 的 质粒 叫 抗 性 质粒 〈R- 质 粒 ) 。 某 些 
大 肠 杆 英 的 R= 质 粒 已 经 被 用 作 质 粒 载体 。 克 隆 大 肠 杆菌 基 
因 时 最 常用 的 质粒 是 pBRs:*， 这 种 质 粒 可 产生 对 氮 某 青 霉 
素 和 四 环 素 的 抗 性 。 质 粒 DNA 的 分 离 可 以 通 过 溶解 细菌 细 
胞 ， 然 后 用 含有 省 化 乙 锭 的 毛 化 铭 梯 度 将 质粒 DNA 与 染色 
体 DNA 分 开 。 

一 些 较 小 的 质粒 Ci, Col E1) 在 宿主 细胞 中 的 eT 
数 很 多 。 因 此 ， 由 质粒 编码 的 产物 可 以 被 大 量 合成 ， 因 为 每 
个 细菌 都 含有 许 许 多 多 的 有 关 基 因 找 贝 。 如 果 用 能 选择 性 抑 
制 染 色 体 DNA 复 制 的 氯 霉 素 处 理 细 胞 ， 可 对 质粒 DNA 进 行 
进一步 的 选择 性 大 量 扩 增 。 

pBRs:: 质 粒 含 有 与 ColE1 有 关 的 pMB1 质 粒 的 复制 子 区 
即 RI1 (Tn3) 质粒 的 抗 氮 葵 青 霉 素 基因 和 pSC 101 质粒 的 抗 
四 环 素 基 因 。 这 两 个 基因 可 作为 选择 的 标记 。 它 起 码 含 有 10 
种 内 切 酶 的 单一 的 切 点 。 
2.6:2 限制 性 内 切 酶 ”微生物 能 够 识别 自己 的 DNA 与 一 些 
外 源 DNA。 涉 及 能 识别 自己 的 和 外 来 的 DNA 的 这 一 系统 依 
赖 于 细胞 内 的 两 种 酶 ， 甲 基 化 酶 和 限制 性 内 切 酶 。 甲 基 化 酶 
可 以 将 甲 基 以 特定 的 方式 加 到 新 生 双 链 DNA 的 各 种 不 同 核 
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苷 酸 残 基 上 。 这 种 识别 序列 的 长 度 通常 为 4 一 7 个 碱 基 对 ， SF 
目 是 回 文 式 的 ， 即 DNA 双 链 中 的 一 条 单 链 的 序列 与 其 于 补 
单 链 的 序列 是 相同 的 。 大 多 数 生物 具有 若干 自己 特有 的 甲 基 
化 酶 。 限 制 性 内 切 酶 可 识别 与 修饰 酶 同样 的 序列 ， 但 不 是 加 
甲 其， 而 是 在 这 一 序列 上 切割 DNA。 不 过 ， 限 制 性 内 Be 
RaW “HB” DNAS, EE “SUR” DNA BER. 
这 种 对 双 链 DNA 特 定 序列 的 识别 与 断裂 特性 已 经 成 为 从 大 
多 数 生 物 中 切割 DNA 片 断 的 基础 。 

限制 性 内 切 酶 有 不 同类 型 (包括 工 型 、I 型 、 下 型 和 
型 ) ， 但 只 有 工 型 酶 对 新 的 DNA 技 术 是 重要 的 ， 

T 型 限制 性 内 切 酶 之 所 以 特别 重要 ， 是 因为 它们 具有 序 
列 特异 性 ， 并 能 在 双 链 DN A 的 准确 位 置 上 将 双 链 DNA 打 
断 。 工 型 酶 以 这 种 方式 将 长 的 外 源 DNA 分 子 打 断 成 较 水 的 
DNA 片 断 ， 并 且 在 质粒 载体 上 打开 一 个 缺口 以 便 DNK 玉 断 
可 以 从 此 插入 。 有 的 工 型 酶 可 以 在 切 断口 处 产生 单 链 的 未 
端 ， 并 且 这 些 末端 的 碱 基 序列 与 该 限制 性 内 切 酶 产生 的 所 有 
片断 完全 相同 。 这 样 ， 由 特定 限 制 性 内 DON AERO EAT 
断 ， 都 可 以 与 同 种 内 切 酶 作用 产生 的 任何 其 它 片 断 进行 碱 基 
配对 和 退火 ， 由 此 产生 出 杂种 分 子 。 由 于 现在 有 三 系列 的 细 
菌 可 提供 许多 限制 性 内 切 酶 ， 因 此 采用 了 标准 命名 方法 。 以 
已 coRI 为 例 ， 它 的 第 一 个 字母 和 其 后 的 两 个 字母 组 成 三 不 
字母 的 缩写 ， 并 用 和 斜体 字母 书写 ， 分 别 玫 示 生物 的 属 和 各 ， 
iii, E.coli 用 忆 co 玫 示 。 非 斜体 的 符号 用 来 玫 示 菌株 或 类 
型 (EcoR) ， 罗 马 数字 表示 内 切 酶 SIS CE coRT).. 

不 同 的 限制 性 内 切 酶 可 用 来 产生 不 同 大 未 的 DN 丰 片断 ， 


这 些 片断 具有 不 同 的 3“- 端 或 5- 端 四 核 背 酸 单 链 延伸 端 并 ” 


且 可 用 电泳 方法 进行 分 离 。 | 
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FAR EcoRIREEEpPBR322 LBA MIT 的 限制 性 内 切 
酶 将 pBR322 的 一 个 车 位 水 解 ， 便 能 将 环 状 DNA 转 变 为 线 状 
DNA 分 子 。 

大 多 数 工 型 限制 性 内 切 酶 识别 的 位 点 有 一 个 两 重 的 对 称 
轴 : 它们 可 能 是 4 个 核 昔 酸 ， 也 可 能 是 5 个 或 6 个 核 昔 酸 的 序 
列 。 酶 切割 的 DNA 可 产生 钝 性 末端 或 粘 性 未 端 。 粘 性 来 端 
中 ， 尾 部 为 3/-OH 基 或 5/- 单 酸 基 的 几 个 未 配 对 的 核 背 酸 
从 该 未 端 伸 出 。 许 多 最 有 用 的 限制 性 内 切 酶 都 能 识别 4 个 或 6 
个 核 昔 酸 的 回 文 式 位 点 。 例 如 ， 在 6 个 碱 基 对 序列 中 间 进 行 
2) OPS WOE Hine E 可 产生 分 性 未 端的 DNA 分 子 ， 这 种 分 
子 只 能 用 DNA 连 接 酶 进行 低 效率 地 连接 (图 10a ) , EcoRI 
以 远离 中 心 的 部 位 打 断 识别 位 点 〈 图 10b) 。 由 于 酶 识别 位 
点 的 回 文 性 ， 形 成 的 双 链 DNA 分 子 将 带 有 单 链 未 端 《〈 即 粘 
性 未 端 ) 。 如 果 将 这 些 片 断 混合 在 一 起 ， 单 链 序列 的 互补 碱 
基 之 间 将 形成 气 键 从 而 使 末端 相连 。 

平均 每 4096 (4°) 个 碱 基 对 可 发 生 一 个 六 核 背 酸 的 特定 
序列 。 识 别 四 核 苷 酸 序 列 的 内 切 酶 产生 的 片断 平均 长 度 为 
256 个 碱 基 对 。 注 意 ， 编 码 一 个 分 子 量 为 35000 的 典型 蛋白 质 
所 需 DNA 的 量 为 1000 个 左右 核 昔 酸 。 

用 于 克隆 的 DNA: 片 断 还 可 以 用 限制 性 内 切 酶 以 外 的 其 
它 方法 获得 ， 如 :， 机械 剪 切 、 声 处 理 、 化 学 合成 或 利用 反 转 
录 酶 以 真 核 生 物 mmRNA 为 模板 合成 “拷贝 DNA”(cDNA)。 
最 后 的 这 种 方法 克服 了 内 含 子 或 高 等 真 核 生物 的 大 多 数 基因 
所 特有 的 搬入 序列 问题 。 当 真 核 生 物 DNA 在 细菌 中 转录 时 ， 
这 种 内 含 子 不 能 被 除去 ， 但 在 真 核 生 物 中 表达 时 ， 转 录 后 带 
有 肉 含 子 的 前 体 RNA 可 在 剪接 加 工时 除去 内 含 子 。 

2.6.3 连接 到 载体 上 有 几 种 方法 可 将 DNA 片 断 插入 并 连 
4] 


接 到 质粒 载体 上 。 

用 大 肠 杆 菌 或 T, 哈 菌 体 的 DNA 连 接 酶 处 理 载体 和 DNA 
片断 的 混合 物 ， 可 以 在 克隆 载体 与 DNA 分 子 之 间 形 成 工 芥 
连接 。 退 火 后 ，DNA 片 断 之 间 将 通过 它们 的 粘性 未 端 彼 此 
形成 共 价 磷酸 二 酯 键 。 

“ 钝 性 未 端 ”〈 即 “ 齐 平 未 端 ”) 的 连接 效率 要 和 低 得 多 
(图 10a) 。 进 行 钝 性 未 端的 连接 时 ，DNA 分 隆 丰 具有 伸 出 
的 DNA 单 链 ， 因 此 需要 高 浓度 的 DNA 未 端 和 酶 才能 实现 有 
效 连 接 。 不 过 ， 这 种 方法 可 以 大 大 增加 可 利用 的 内 切 酶 范 
国 ， 从 而 扩大 了 DNA 研 究 的 领域 。 钝 性 未 端 杂 种 一 旦 形成 ， 
便 无 法 用 产生 原来 那些 DNA 片 断 时 使 用 过 的 任何 内 切 酶 将 
它们 切 开 还 原 。 

利用 人 工 合成 的 具有 一 个 或 多 个 内 切 酶 识别 位 点 的 赛 聚 
核 昔 酸 接头 可 以 克服 上 述 的 潜在 缺陷 。 现 在 可 资 利 用 的 接头 
有 许多 ， 这 些 接头 可 以 较 容 易 地 修饰 DNA 片断 的 来 端 。 利 
用 接头 连接 时 ， 首 先 让 接头 的 钝 性 未 端 与 DNA 片 断 连 接 ， 
然后 用 适当 的 内 切 酶 切割 接头 序列 ， 形成 必要 的 特殊 来 端 
(图 10c) 。 用 这 种 方法 ， 较 易于 通过 适当 内 切 酶 的 作用 ,从 
重组 体质 粒 上 重新 分 离 出 克隆 的 DNA 片 断 。 

另 一 种 较 少 使 用 的 方法 是 ， 在 载体 的 3 二 端 接 上 一 个 低 
聚 鸟 味 叭 核 苷 酸 尾 巴 ， 并 且 在 待 插入 的 DNA 片 断 的 3 tin Be 
上 一 个 低 聚 胞 喀 啶 核 苷 酸 尾巴 。 这 样 ,载体 和 待 揪 六 的 DNA 
片断 便 形 成 了 可 以 互补 的 DNA 单 链 伸展 部 分 ， 它 们 通过 碱 
基 互 补 配对 即 可 相互 连接 。 这 样 形成 的 带 有 搬入 DNRA 片断 
的 质粒 新 产物 叫做 质粒 嵌 合 体 。 
2.6.4 转化 这 项 将 DNA 引入 细菌 的 技术 早已 被 人 科 所 
认识 。 该 技术 可 以 包括 染色 体 DNA 的 转化 ， 也 可 以 包括 质 
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fa) 钝 性 末端 的 切割 与 连接 


ie GIT. AAC — fo SCH AAGH oe 
——>— + 

一 一 CAA 人 TIG—— ——rChA... TIG 一 一 再 

— cac ¥ ct¢ — Pyull a ee res 
一 上 一 + 

— GTC 4 GAc 一 一 ——GTc GAC 

aes CTW “CTC DNA 3# 4285 GTICTG 

* > 
= CAA ~.GAC ——— CAAGAC ; 


(b) 粘性 未 端的 切割 与 连接 


Peon gv AATTC 一 一 EcoRI ——— G AATTC 一 
a 

—— CTTAA 4S 一 一 —— CTTAA o=—— 

——G AATTC 连接 酶 一 -一 GAATTC 一 一 

—— CTTAA ap 一 一 CTTAAG: 一 一 


(c) 用 连接 物 连 接 非 互补 性 末端 


一 -一 ( GATCCTCGAG AATTC 
TAG * GAGCTCTTAA* G 


BamH1 末端 ERB EcoR1 7 
Xhol 
——  GGATCCTCGAGAATTC 一 一 
—— CCTAGGAGCTCTTAAG 一 -一 


BammM EcoRI 
图 10 ”限制 酶 与 连接 酶 的 作用 模式 
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sy DNARUTE Le JUAAERETRAADINA HE SRK 

区 一 个 典型 的 质粒 转化 试验 中 ， 存 在 着 许 许多 多 相互 混 
合 的 异 质 性 DNA 分 子 ， 其 中 只 有 少数 的 DNA 务 子 是 由 一 个 
载体 分 子 与 一 个 DNA 片 断 相连 组 成 。 进行 大 肠 杆菌 转化 时 ，， 
首先 用 0.1M 的 冷 毛 化 钙 溶 液 处 理 大 声 杜 BM 使 之 成 为 
感受 坊 ， 然 后 将 这 种 感受 态 的 细菌 细胞 与 DN 人 分 子 相 记 ， 
会 。 混 售后 的 细胞 在 37 习 的 温 度 下 保 温 5 分 钟 ， 以 摄取 和 区 化 如 
DNA。 之 后 ， 将 这 些 细胞 移 到 肉 汤 入， 经 过 短期 温 育 培养 ， 
这 些 细胞 将 麦 达 出 新 获得 的 以 合 DNA 的 功能 。 通 过 特定 的 
筛选 过 程 可 鉴定 出 带 采 种 分 子 的 细菌 并 使 之 纯化 : 分 离 和 
鉴别 细菌 的 杂种 质粒 或 分 离 和 研究 新 的 产物 。 转 化 效 举 为 每 
毫克 克隆 的 混合 DNA 中 约 出 现 10" 个 转化 隆 。 

质粒 载体 正在 被 开发 用 于 其 它 细 菌 ， 鸣 菌 体 载 体 和 科斯 
质粒 《由 和 噬菌体 粘性 未 端 与 正常 质粒 结合 而 成 ) 也 可 以 被 
使 用 。 

划 兰 氏 阴 性 细菌， 特别 是 大 肠 杆菌 .已 被 广 泛 用 于 重组 ， 
DNA 过 程 。 人 们 不 得 不 研制 专门 的 质粒 BUR Te 
性 细菌 ， 特 别 是 枯草 杆菌 和 链 霉 菌 。 | q 

目前 ， 为 了 将 重组 DNA 这 项 新 的 遗传 工程 技术 转向 真 “ 
核 生物 系统 ， 正 在 开展 广泛 的 研究 。 酵 母 作为 真 核 生 物 克 隆 
的 宿主 是 强 有 力 的 候选 者 。 目 前 利用 酵母 蓝 的 2 DNA 和 大 © 
肠 杆菌 的 pDBR322 质 粒 合成 的 双 功 能 质粒 已 经 得 到 成 功 的 发 ， 
展 与 利用 。 在 动物 细胞 中 进行 宽 隆 ， 可 以 利用 特殊 的 动物 病 ， 
毒 〈 如 狼 猴 病毒 SV4o) 的 基因 组 来 实现 。 在 植物 细胞 方面 ， 
宽 隆 技术 尚未 很 好 地 建立 ， 但 致 瘤 农 杆菌 Ti 质粒 看 来 是 有 用 
的 。 

重组 DNA 技 术 在 高 等 植物 育种 中 的 应 用 潜力 正在 引起 
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人 们 越 来 越 大 的 关注 。 这 项 技术 使 我 们 能 够 对 有 用 植物 进行 
直接 的 遗传 改良 ， 提 高 它们 的 生产 力 。 到 目前 为 止 ， 在 植物 
遗传 工程 中 ， 新 基因 的 功能 表达 还 未 见报 道 ， 其 主要 原因 是 
对 植物 中 基因 表达 的 分 子 基 础 还 不 够 了 解 。 而 且 ， 植 物 中 大 
多 数 重 要 性 状 的 基因 还 未 加 鉴定 。 在 微生物 遗传 工程 中 ， 工 
程 细 胞 的 群体 就 是 有 用 的 终 产 物 ， 而 在 植物 中 ， 如 果 遗 传 工 
程 操 作 后 的 细胞 不 能 再 生 为 完整 的 植株 则 价值 很 少 。 遗 钴 的 
是 ， 至 今 农 业 上 的 重要 作物 很 少 能 够 通过 细胞 培养 再 生出 植 
株 。 通 过 遗传 工程 的 方法 进行 作物 改良 ， 其 兆 力 无 疑 是 很 大 
的 。 但 是 ， 在 这 种 潜力 成 为 现实 之 前 ， 还 需要 在 植物 分 子 生 
物 学 的 几乎 所 有 领域 作 更 多 的 基础 性 研究 。 
2.6.5 转化 子 的 鉴定 在 大 多 数 克 隆 实验 中 ， 研 究 规划 的 
主要 部 分 是 对 转化 后 重组 体 克 隆 的 鉴定 。 通 滑 ， 结 合 到 
受 体 箱 主 中 的 转化 DN 人 的 数量 要 比 宿主 染色 体 的 DNA 少 得 
多 。 因 此 ， 对 转化 片断 表达 的 产物 的 鉴定 是 十 分 困难 的 。 尽 
管 如 此 ， 仍 有 一 些 方法 能 够 用 来 鉴别 携带 有 所 需 DNA 序 列 
的 那些 克隆 。 

C1) 互补 : 一 些 引 进 的 基因 可 以 与 受 体 染色 体 上 有 oR 
聊 的 基因 拷贝 互补 ， 也 就 是 说 ， 引 进 的 这 些 基因 ， 可 以 为 一 
种 正和 的 活性 产物 编码 ,而 受 体 的 这 些 基因 正好 是 有 缺陷 的 。 
例如 ，1acz-* 基因“〈 编 码 有 - 半 乳 糖苷 酶 ) 能 互 补 受 体 的 1acz 
〈B- 半 乳 粮 华 酶 缺陷 型 ) ， 而 使 受 体 表 现 lac"， 这 样 转化 了 
的 受 体 在 MacConkey 琼 脂 上 表 现 为 红 fd 落 ， 并 可 以 被 选 
出 。 

(2) 抗 药 性 基因 : 这 些 基 因 可 使 通常 为 敏感 性 的 细胞 
产生 抵抗 抗生素 的 能 力 。 这 一 点 可 用 pBR322 质粒 作 具 体 说 
明 。pBR322 质 粒 带 有 抗 四 环 素 和 氮 葵 青霉素 的 基因 , 其 转化 
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子 可 用 含有 这 两 种 抗生素 之 一 的 培养 基 选 出 yb ii DNA 通 
当 被 克隆 到 编码 抗 其 它 未 选择 的 抗生素 的 基因 中 。 

(3) 杂交 ;菌落 或 哈 菌 斑 杂 交 是 对 一 系列 重组 了 NA 分 
子 或 克隆 细胞 进行 分 析 时 广泛 采用 的 方法 .将 含有 重组 DNA 
的 细胞 转移 到 硝酸 纤维 滤纸 上 并 使 细胞 溶解 ， 然 后 用 经 过 放 
射 性 同位 素 标记 的 纯化 的 互补 核酸 分 子 与 结合 在 硝酸 纤维 上 
的 细胞 DNA 杂 交 。 互 补 的 DNA 杂 交 后 可 通过 放射 自 显影 检 
出 。 杂 交 的 程度 将 反映 互补 的 程度 。 同 样 ， 结 合 在 硝酸 纤维 
滤纸 上 的 重组 体 DNA 也 可 用 mRNA 模 板 合成 的 拷贝 DNA 检 ， 
出 。 

(4) 限制 性 内 切 酶 分 析 ， 这 种 方法 可 用 来 确定 克隆 
DNA 是 否 产 生 与 标准 DNA 同 样 大 小 的 片断 。 限 制 性 内 切 酶 
分 析 将 提供 图 谱 片 断 ， 这 些 片 断 常 常 是 序列 分 析 的 先决 条 
件 。 

(5) 免疫 学 方法 ， 免 疫 学 方法 的 应 用 在 与 日 俱 增 : 这 种 
方法 主要 取决 于 抗体 的 开发 〈 主 要 是 蛋白 质 产物 抗体 的 开 
=. | 

重组 体 DNA 的 鉴定 是 工业 克隆 计划 中 高 度 保密 的 环节 ， 
大 多 数 研究 成 果 将 仍然 是 特权 信息 。 从 这 些 新 技术 的 商业 重 
要 性 考虑 ， 这 是 不 可 避免 的 ， 当 然 也 是 令 人 遗憾 的 。 。 

近 三 十 年 来 ， 应 用 遗传 学 发 展 很 快 ， 遗 传 工程 必须 恰当 
地 看 作 是 应 用 遗传 学 这 一 宠 大 网 络 结构 的 压顶 石 .尽管 如 此 ， 
遗传 工程 无 疑 是 最 激动 人 心 的 ， 并 且 从 潜力 上 看 遗传 工程 是 
可 供 工业 遗传 学 家 利用 的 最 富有 创造 性 的 技术 。 

重组 DNA 技 术 在 科学 和 经 济 上 的 应 用 是 永 无 止境 的 .这 
些 应 用 包括 ; 

C1) 提高 特定 基因 产物 的 产量 。 
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(CI ) 提高 特定 终 产物 的 合成 速度 : 把 另 一 些 酶 先 克隆 
到 生物 体内 或 通过 定点 突变 专 一 地 改变 某 种 已 克隆 的 酶 , 如 ， 
将 大 肠 杆菌 的 贮 能 氮 途 径 克 隆 到 ICI 单 细胞 蛋白 生物 甲烷 同 
化 菌 中 。 

CH) “裁剪 ”生物 : 将 特定 性 能 转移 到 更 合 需要 的 宿 
主 生物 中 。 

在 不 远 的 将 来 ， 重 组 DNA 技术 将 对 医药 产物 产生 重大 
影响 。 现 在 ， 已 有 可 能 将 哺乳 动物 的 基因 转移 到 细菌 中 ， 并 
对 这 些 基因 编码 的 产物 进行 商业 化 生产 ， 如 具有 特别 重要 性 
的 化 合 物 包 括 胰 岛 素 、 人 的 生长 激素 、 酶 、 抗 体 、 干 扰 素 和 
疫苗 等 。 随 着 重组 DNA 技 术 的 开发 与 商业 应 用 , 这 些 产 品 中 
很 多 可 望 在 八 十 年 代 未 应 市 。 在 兽医 方面 ， 用 遗传 工程 产生 
的 动物 新 疫苗 很 快 即将 应 市 。 虽 然 外 源 基因 的 克隆 现在 可 用 
大 肠 杆 菌 常 规 地 进行 ， 但 主要 问题 是 大 肠 杆菌 分 沁 的 和 蛋白质 
种 类 很 少 。 分 泌 性 蛋白质 的 特点 是 具有 信号 序列 ， 这 种 序列 
主要 由 决定 熏 白 质 输 册 细胞膜 的 焉 水 氨基 了 酸 组 成 (Eriest， 
1984) 。 在 输出 过 程 中 , 信号 肽 被 切除 ,产生 蛋白 质 和 激素 。 
大 肠 杆 菌 的 这 一 问题 可 通过 将 所 需 产 物 的 基因 与 另 一 个 基因 
产物 可 输出 的 外 源 基因 结合 而 得 到 部 分 解决 ， 另 一 种 途径 是 
增加 细胞 “ 漏 性 ”。 不 过 ， 其 它 细 菌 〈 如 枯草 杆菌 ) 在 外 源 
基因 克隆 技术 的 工业 应 用 方面 肯定 会 找到 更 大 的 用 途 。 枯 草 
杆菌 可 分 泌 50 多 种 蛋白 质 ， 它 在 遗传 工程 中 的 应 用 与 日 俱 
增 。 xt 

从 长 远 看 ， 重 组 DNA 技 术 应 用 潜力 最 大 的 领域 是 农业 。 
目前 正在 积极 研究 将 细菌 的 固氮 基因 转移 到 豆 科 植物 以 外 的 
重要 作物 中 ， 同 样 也 正在 研究 将 豆 科 植物 控制 与 根瘤 菌 固氮 
联合 的 结构 基因 进行 转移 的 可 能 性 。 
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将 来 ， 二 于 应 用 进 伟 学 家 能 饮 创 造 用 于 一 定 目的 的 “ 理 
想 ” 上 生物 ， 许 多 其 它 生 物 工程 领域 (包括 能 源 % 化 学 原料 和 
废物 处 理 ) 都 将 由 此 得 熏 。 

虽然 现在 提 可 以 对 生物 进行 遗传 操作 的 方法 很 多 ， 但 值得 
注意 的 是 以 下 的 技术 障碍 限制 了 它们 在 工业 上 的 广泛 应 用 。 

(1) 工业 上 多 数 有 用 生物 中 ， 如 产 黄 青 霉 和 米 曲霉 ,其 ， 
有 关 目 的 基因 在 染色 体 上 定位 的 信息 很 负 乏 。 

(2) 可 供 工业 上 多 数 重要 生物 利用 的 载体 尚 处 于 开发 
初期 。 

(3) 许多 重要 过 程 的 生理 机 制 , 特别 是 催化 重要 转化 过 
程 的 酶 学 步骤 还 不 够 了 解 。 

(4) 涉及 多 基因 的 过 程 存在 着 难以 死 服 的 问题 。 

(5) 如 果 髓 合 质粒 稳定 保持 在 细胞 内 , 将 只 对 宿主 细 籽 
有 用 。 其 危险 不 在 于 质粒 会 破裂 ， 而 在 于 经 过 儿 代 连续 培养 
Ja» RADHA. KAMEN “wee Aa” TRS 
Ne) 44 E AN RAR, OP A BeAr aR A BLAS A Bg ah BE AE 
HMRCHE A. (HE, DEAE S PSE Ze ik BL 
的 改造 或 通过 细心 控制 发 酵 参 数 ， 可 以 克服 质粒 的 不 稳定 
性 。 


2.7 重组 DNA 试 验 的 准则 与 控制 


重组 DNA 技 术 可 产生 自然 界 中 前 所 未 有 的 杂 种 DNA 分 ， 
子 ， 从 而 引起 了 整个 社会 的 普遍 关注 〈 表 8) 。 工 业 上 ,利用 
这 些 新 技术 施行 遗传 操作 已 取得 较 快 进展 ， 目 前 正在 广泛 传 
播 。 这 一 技术 的 发 展 可 转化 为 经 济 效益 ， 其 市 场 潜力 可 能 会 
使 人 们 忘却 遗传 工程 对 生态 学 和 伦理 学 的 深远 影响 ， 
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1976 


1980 


1981 


1982 


表 8 ”新 生物 工程 商业 化 大 事 记 # 


基因 首次 被 克 峰 ， 


来 自 不 同 物种 的 克隆 基因 首次 在 细菌 中 表达 。 
重组 DNA (rDNA) 试验 首次 登 上 公共 论坛 (Gordon 会 议 ) 。 


-美国 拟订 出 rDNA 研究 准则 (Asilomar 会 议 ) 。 


美国 首次 建立 cDNA 技术 开发 公司 (Genetech 公 司 ) 。 英国 成 
立 遗 传 操作 顾问 团 。 

Diamond v.Chakrabarty 一 美国 最 高 法 院 规定 微生物 可 以 在 现 
行 法 律 下 取得 专利 权 。Cohen/Boyer 申 请 有 关 rDNA 构 建 技术 的 
专利 获得 批准 。 

英国 制订 生物 工程 规划 (Spinks 报 告 ) 

联邦 德国 制订 生物 工程 规划 (Leistungs 计 划 ) 

Genetech 公司 首次 股票 交易 创 华尔街 股份 价格 增长 速度 最 快 记 
录 《20 分 钟 内 由 35 美 元 上 升 为 899 美元 ) 。 

单 克 隆 抗体 诊断 盒 首 次 获准 在 美国 使 用 。 

首 批 基因 自动 合成 器 上 市 。 

目 本 制订 生物 工程 规划 〈 国 际 贸易 与 技术 部 宣布 1981 年 为 “生物 
工程 年 ”) 。 

法 国 制 订 生 物 工程 规划 〈(Pellsolo 报 告 ) 。 

再 oesct” 公 司 与 麻 省 总 医院 签订 协议 。 

Cetus 公 司 首次 公开 集资 1.25 亿 美元 ， 创 华尔街 首次 公开 集资 额 
最 高 记录 。 


”工业 生物 工程 协会 (IBA) 成 立 。 


杜邦 《Du Pont) 公司 拨款 1.2 亿 美元 用 于 生命 科学 的 研究 与 发 
展 。 


- 本 年 底止 ， 已 有 80 多 个 生物 工程 公司 组 成 。 


rDNA 动物 疫苗 〈 用 于 大 肠 杆 菌 病 ) 首次 获准 在 欧洲 使 用 。 
rDNA 医药 品 (ARSE) 首次 获准 在 美国 和 英国 使 用 。 

为 建立 临床 试验 基金 成 立 了 第 一 个 研究 与 发 展 两 合 公司 (R & D 
limited partnership) 。 


49 


1983 植物 基因 首次 在 不 同 物种 的 植物 中 表达 。 
生物 工程 公司 在 美国 公共 市 场 筹 集资 金 5 亿 美元 。 


。 本 表 来 泾 :技术 评估 办 公 室 (Office of Technology Assessment). 

se 原文 误 写 成 Hoesch 公 司 , 实 系 德 民 Hoechst 公 司 之 误 . 德 国 Hoech- 
st 医药 公司 1981 年 5 月 14 日 和 麻 省 总 医院 签订 了 一 项 在 后 者 建立 分 子 生物 学 系 
的 协议 ， 根 据 协 议 Hoechst 公 司 将 在 10 年 内 向 麻 省 总 医院 提供 7000 万 美元 的 资 
助 。 一 一 译 者 注 

起 初 ， 涉 足 和 遗传 工 程 的 国家 所 制订 的 最 初 条例 是 很 严格 
的 ， 而 现在 这 些 条 例 已 放松 到 很 少 顾及 的 地 步 。 虽 然 早 期 对 
遗传 操作 危险 性 的 担心 有 些 过 份 ， 但 保持 持久 的 警惕 却 是 必 
Bo 

培育 用 于 生物 工程 过 程 的 新 菌株 常常 花费 极 大 。 由 于 这 
个 原因 ， 大 多 数 生 产 企业 对 重要 生产 菌株 都 防范 很 严 。 现 在 
党 的 生物 虽然 可 以 在 很 多 国家 申请 专利 ， 但 这 种 专利 究竟 能 ， 
起 多 大 的 保护 作用 是 非常 值得 怀疑 的 。 关 于 以 专利 程序 为 目 、 
的 对 微生物 保存 获取 国际 承认 的 布达佩斯 条 级 1978)。 对 
在 条 约 上 签字 的 国家 的 现行 做 法 做 了 法 律 规定 ， 并 且 人 允许 通 
过 发 放 专利 对 已 传 给 保存 者 的 微生物 给 予 国际 承认 。 这 一 条 
例会 取得 多 大 成 功 还 很 难说 。 
本 章 提要 
应 用 遗传 学 是 关于 获得 新 的 和 改良 的 生物 品系 并 用 之 造 
往 于 人 类 的 科学 。 在 生物 工程 中 ， 它 将 包括 对 来 自 自然 界 、 
载 养 物 收集 中 心 和 其 它 组织 的 生物 进行 选择 ， 或 对 “室内 


。 该 条 约 英文 名 为 ，The Budapest Treaty on the International Re- 
cognition of the Deposit of Microorganisms for the purpose of Pate- 
nt Procedure (1978) , 
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草 株 作 进一步 开发 利用 。 许 多 技术 可 用 于 修饰 和 增删 生物 基 
因 组 。 在 生物 工程 规划 中 ， 选 择 和 筛 选 占 主要 部 分 。 筛选 是 
揪 利 用 二 定 方 法 从 一 天 群体 中 鉴别 和 分 离 所 需 生物 或 代谢 物 
的 过 程 。 筛 选 可 以 是 非 选择 性 的 随机 筛选 ， 即 针对 所 需 品质 
对 所 有 分 离 物 分 别 进行 处 理 ， 也 可 以 是 包括 一 些 预 选 环节 的 
理性 筛选 。 

产生 菌 的 保藏 必须 尽量 减少 遗传 性 能 的 退化 。 菌 种 保藏 
可 以 在 琼脂 培养 基 上 进行 ， 也 可 以 通过 减少 代谢 ， 如 干燥 、 
冷冻 干燥 或 超低温 方式 进行 。 

诱 恋 和 各 秋 杂 交 方 式 均 可 改变 生物 的 基因 组 。 诱 变 计划 
主要 用 于 菌株 改良 。 可 用 的 诱 变 剂 包括 紫外 线 、 电 离 辐射 、 
胸腺 喀 啶 饥 俄 和 各 种 化 学 诱 变 剂 . 生 物 的 突变 率 受 遗传 控制 ， 
并 且 可 以 被 增 变 基因 和 反 增 变 基因 改变 。 

从 实质 上 看 ， 杂 交 是 一 种 促进 生物 间 遗 传 物质 重组 的 方 
法 。 杂 交 有 有 性 和 准 性 两 种 方式 。 有 性 杂交 发 生 在 单 倍 体 核 
之 间 ， 它 包括 核 配 、 核 融合 和 最 后 进行 减 数 分 裂 。 由 于 染色 
栖 的 重 排 与 重组 ， 遗 传 性 状 将 发 生 重 组 。 

准 性 过 程 利用 各 种 细胞 机 制 将 不 同 遗 传 来 源 的 遗传 物质 
带 到 一 起。 工业 上 采用 的 主要 方法 包括 : 接合 、 转 导 、 转 化 
和 有 丝 分 裂 重 组 。 

原生 质 体 融合 技术 被 广泛 用 于 微生物 细胞 以 及 植物 和 动 
物 细 胞 。 由 于 融合 促进 剂 聚 乙 二 醇 的 使 用 ， 融 合 频率 已 大 大 
提高 。 

重组 DNA 技 术 可 以 对 来 自 几 乎 所 有 生物 的 DNA 片 断 或 
基因 进行 分 离 . 纯化 和 在 特定 的 宿主 细胞 中 进行 选择 性 扩 增 。 
这 一 技术 的 基本 工具 是 限制 性 内 切 酶 ， 这 种 酶 能 在 特定 的 位 
点 切断 双 链 DNA， 产 生 特 定 大 小 的 DNA 片 断 。 这 些 片断 然 
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后 可 插入 质粒 或 噬菌体 等 载体 中 , 并 通过 DNA 连 接 酶 形成 
价 键 连接 。 转 化 是 将 这 些 和 代 合 体 DNA 分 子 引 六 宿主 细胞 的 
主要 方法 。 宿 主 细胞 类 型 一 般 为 大 肠 杆菌 、 粘 草 杆菌 或 啤酒 
酵母 的 特定 突变 体 细胞 ， 但 也 有 例外 的 情况 。 转 化 细胞 可 用 
以 下 儿 种 方法 鉴别 : 互补 法 、 抗 性 标记 法 、 杂 交 法 、 免 疫 学 
方法 和 限制 性 内 切 酶 分 析 法 。 
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3.1 ACME PEAY HE 


发 酵 工 程 的 兴起 主要 与 微生物 在 食品 和 饮料 生产 中 的 应 
FAK. HEA SSL. MR. WES. Ba. Be. 
他 菜 、 香 肠 、 酱 油 和 东方 国家 的 其 它 许 多 发 酵 品 〈 表 9) 。 目 
前 这 些 产品 的 大 规模 生产 基本 上 是 过 去 家 庭 技 乞 形式 的 放 

表 9 发 酵 产 品 ( 按 产 业 部 门 划 分 ) 


money 产品 或 活动 


大 量 生 产 的 有 机 物 : ZS. AM. TIS. AUR FRR. RRB) 
小 量 生产 的 有 机 物 ， BB. EH. SRW ERASE) 


FEU: 金属 回收 、 生 物 累 积 与 浸 滤 (Cu、U) 
医药 EK. Bal (BR. AUR) 、 酶 抑制 剂 、 
】 RAB. HA 
能 源 酒精 〈 汽 油 酒精 ) 、 甲 烷 〈 沼 气 ) 、 生 物 量 
食品 乳品 ( 乳 酷 .酸奶 ) .鱼肉 制 品 ,饮料 (酒精 饮料 、 茶 和 


DWE). He. IMF (AH. BR. VaR 
il Meh). RAR MBH. HRESRS. A 
Bw). Beil, AAR. BEA. BHA. 

葡萄 糖 和 高 黑糖 浆 、 蛋白 质 及 果 胶 质 的 功能 修饰 物 


大 。 与 此 同时 ， 人 们 也 相应 地 认识 了 微生物 在 消除 令 大 讨厌 ; 
的 废物 方面 的 作用 。 在 这 一 认识 的 基础 上 ， 水 的 净化 、 污 水 
处 理 和 废物 处 理 等 世界 范围 的 大 型 服务 性 工业 便 应 运 而 生 。 
人 们 利用 这 些微 生物 的 能 力 还 开拓 了 许多 新 的 发 酵 工程 领 ， 
域 ， 其 中 包括 〈1) 大 量 生产 特定 的 基本 初级 代谢 产物 , 如 ， 
+i, MAAR. FL. PA, TR. TO. OUR ee. 
WEB. SMAI, (2) 生产 有 用 的 次 级 代谢 产物 〈 它 
们 对 产生 菌 本 身 的 生活 似乎 看 不 出 有 直接 的 作用 )》， 如 ， 青 
GK. RBK. LK. LWEK. HBR. EWM. BR 
菌 素 等 ，(3) 生产 工业 上 需要 的 产品 一 一 酶 制剂 ， 包 括 胞 外 ， 
Mi Cu, WA. TEM. FREESE API Cm, ERE 
Mi. KARA. DRA. PREP DR, DNA 7 pepe 
等 ) 。 最 近 ， 发 酵 工 程 上 已 开始 在 细胞 或 组 织 培养 的 条 件 下 
对 高 等 动 、 植 物 的 细胞 加 以 利用 。 植 物 细胞 培养 主要 用 来 生 ” 
产 次 级 代谢 产物 〈 如 ， 生 物 碱 、 香 料 、 调 味 品 等 )》 ”而 动物 
细胞 培养 一 开始 则 主要 与 蛋白 质 类 分 子 的 生产 有 关 飞 妈 征 产 ” 
干扰 素 、 单 克隆 抗体 和 许多 其 它 蛋 白质 ) 。 O 

发 酵 产 品 将 大 量 供应 未 来 的 市 场 ， 因 为 在 绝 大 多 数 情况 
下 ， 用 其 它 化 学 方法 无 法 经 济 地 生产 出 这 些 产品 。 发 酵 生 产 
的 经 济 价值 还 将 通过 创造 前 所 未 有 的 高 生产 率 遗 传 工程 生物 
而 得 到 进一步 改善 。 发 酵 工 程 产 品 的 商业 市 场 可 以 说 是 无 限 
广阔 的 ， 但 最 终 将 有 赖 于 经 济 和 安全 方面 的 考虑 。 

虽然 高 业 发 酵 过 程 中 所 使 用 的 生物 、 培 养 基 和 形成 的 产 
物 不 尽 相同 , 但 这 些 过 程 在 本 质 上 是 相似 的 .在 所 有 情况 下 。 
具有 一 致 特性 的 微生物 是 在 特定 的 控制 条 件 下 进行 玉 养 。 局 二 
样 的 设备 稍 作 修改 就 能 用 来 生产 酶 、 抗 生 素 、 有 机 药物 或 单 。 
des 
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合 便 能 使 其 组 分 相互 作用 。 比 较 先进 和 精密 的 大 规模 发 醇 过 
程 ; WG BES MAP HS DLE el PLE RE OE, 
BE TE REPL RIA SEA URL. SSCL ML BER A 
精确 地 重复 产生 相同 数量 的 产品 。 

所 有 生物 工程 过 程 都 是 在 容器 系统 〈 生 物 反应 器 ) 中 进 


” 行 的 。 三 士 多 年 来 ， 大 多 数 普通 生物 反应 器 在 物理 造型 上 变 


化 不 大 。 不 过 ， 最 近 设 计 了 一 批 新 型 的 生物 反应 器 ， 它 们 在 
生物 工程 中 本 能 会 产生 越 来 越 积 极 的 作用 。 生 物 反应 器 的 主 
要 作用 是 使 产品 生产 或 服务 的 成 本 降 到 最 低 。 正 是 由 于 需要 
提高 产品 形成 速度 和 产品 〈 或 服务 ) 的 质量 ， 生 物 反 应 器 在 
设计 和 功能 上 才 得 以 不 断 完 善 。 人 研究 者 们 必须 考虑 改善 无 菌 
设计 与 操作 ， 提 高 生产 过 程 的 控制 能 力 〈 包 括 利 用 计算 机 )， 
并 且 考 虑 如 何 更 好 地 了 解 一 个 系统 的 限 速 步 桑 ， 特 别 是 热 和 
质量 传递 过 程 。 

在 生物 工程 中 ， 生 产 过 程 可 以 大 致 划分 为 成 本 密集 的 转 
化 过 程 和 成 本 密集 的 回收 过 程 。 对 于 成 本 密集 的 转化 过 程 来 


上 说， 单位 容量 生产 率 Q。( 公 斤 产 品 / 米 s/ 小 时 ) 是 最 重要 的 


指标 ;对 于 成 本 密集 的 回收 过 程 来 说 ， 则 产品 浓度 己 〈 公 斤 
JARS) 是 成 本 最 低 化 的 主要 指标 。 表 10 列 出 了 生物 化 学 加 工 
霸业 用 生物 反应 需 生 产 的 各 类 产品 ， 表 11 说 明了 生物 工程 中 
所 使 用 的 各 种 培养 方法 。 

生物 工程 过 程 中 使 用 的 生物 反应 器 有 三 种 主要 操作 型 ， 
使 用 的 催化 刑 有 两 种 形式 。 反 应 器 的 运行 方式 有 分 批 、 半 连 
RBA) 和 连续 三 种 。 发 酵 反 应 可 以 在 静态 或 搅拌 的 


”培养 物 中 进行 ,可 以 在 有 氧 或 无 氧 、 液 态 或 低 水 分 〈 因 体 底 


WARM) 条 件 下 进行 。 生 物 众 化 剂 有 的 是 游离 态 ， 有 的 通过 
图 是 化 过 程 或 目 然 粘 接 过 程 粘 附 在 物体 表面 。 生 物 催 化 剂 可 
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#10 ”生物 工程 工业 中 不 同 范 畴 的 产品 举例 


产 品 范 w 举 例 
细胞 生物 量 。 面包 酵母 、 单 细胞 蛋白 
细胞 组 分 *， 细胞 内 蛋白 质 
生物 合成 物 "*。 抗生素 、 维 生 素 、 氮 基 酸 和 有 机 酸 
分 解 代谢 物 * ZB. KR. 乳酸 
生物 转化 物 。 玉米 高 果糖 浆 、6- 氨 基 青 侈 烷 酸 
废物 处 理 物 活性 污 泥 、 厌 氧 消化 作用 
。 ”典型 的 成 本 密集 的 原料 转化 过 程 。 
°° 典型 的 成 本 密集 的 回收 过 程 。 
表 11 培养 方法 的 特点 
培养 方式 操作 特点 应 用 
固体 培养 操作 简单 成 本 低 . 单 细胞 ” 菌 种 保存 、 遗 传 研 
菌落 的 选择 切实 可 行 ,但 ”” 究 、 酶 生产 、 堆 肥 
操作 过 程 的 控制 较 困难 等 
膜 培 养 生物 反应 器 型 式 多 样 ， 滴 BEAR, Mee 
滤 式 、 转 盘 式 、 填 充 床 式 、 ” 养 ( 动 物 细胞 )、 细 
海绵 式 反 应 器 、 转 管 式 BeBe. ues 
( 见 第 四 章 ) 
细 胸 均匀 分 “自发 "反应 、 反 应 器 型 式 “标准 型 式 的 培养 ， 
布 的 深层 培 Se. HERP 抗生素 、 深 剂 、 酸 
K 器 、 气 升 式 、 环 流 式 . 深 Ss 
井 式 等 ,搅拌 通过 搅拌 器 、 
空气 、 液 体 进行 ,物理 参 
数 的 过 程控 制 切实 可 行 ， 
但 化 学 和 生物 学 参数 的 控 
制 较 差 


咀 料 分 批 式 是 控制 调节 效应 (如 葡萄 糖 面包 酵母 的 生产 
培养 阻 遇 ) 的 简易 方法 


匀 质 的 一 步 ”可 较 好 地 控制 反应 ,是 研究 “工业 规模 应 用 的 

性 连续 培养 ”动力 学 和 调节 机 制 的 有 力 工 BERD, RA 

具 ， 但 试验 成 本 高 ,存在 无 单 细胞 蛋白 生产 

” 菌 操 作 问题 ,需要 训练 有 素 。 和 废水 处 理 等 
的 操作 者 进行 


ee 
T 


以 是 正在 生长 的 细胞 ， 也 可 以 是 非 生长 状态 的 细胞 ， 还 可 以 
是 离 体 的 酶 。 它 们 均 可 作为 可 溶性 的 或 固定 化 的 生物 催化 剂 
加 以 利用 。 生 物 反应 器 中 进行 的 反应 ， 一 般 是 在 接近 中 性 的 
p 百 值 和 温度 为 20 信 65 习 的 温和 条 件 下 进行 .大 多 数 生 物 反应 
器 的 这 些 过 程 都 在 液 相 中 进行 ， 它 们 流出 的 产物 比较 黎 。 

生物 反应 器 过 程 的 优化 包括 使 用 原材料 〈 如 养料 、 前 体 
物质 、 酸 或 碱 、 空 气 ) 和 能 量 〈1978 年 以 来 能 量 成 本 每 年 递 
升 16 匈 ) 的 用 量 最 少 ， 而 产品 纯度 和 回收 前 培养 液 的 质量 最 
高 。 过 程 优化 可 以 通过 控制 与 该 过 程 有 关 的 物理 和 化 学 参数 
来 实现 。 表 12 列 出 了 与 生产 过 程 密切 相关 的 一 些 重 要 变量 ， 
后 面 将 予以 讨论 。 


表 12 发 酵 过 程 中 的 工艺 变量 


温度 pH 值 呼吸 商 
压力 氧化 还 原 电 位 细胞 浓度 
搅拌 速度 溶解 氧 细胞 组 成 〈 蛋 
输入 功率 溶解 的 CO 白质 、DNA、 
气流 速率 流出 物 含 氧 量 RNA、 脂 肪 和 
养分 、 前 体 和 诱 流出 物 CO 含量 碳水 化 合 物 ) 
导 物 加 入 速率 碳水 化 合 物 、 酶 的 特异 性 活性 
发 酵 液 重量 A. THE. Tyee. 
液体 体积 前 体 、 诱 导 物 、 生物 生长 、 
粘度 〈 表 观 的 ) 产物 和 代谢 物 摄 氧 、 前 体 
酸 、 碱 及 防 的 溶解 量 利用 、 养 分 
KIM RAE 发 醇 液 的 流 变 吸收 和 COs 产 

学 特性 BRAG EE SR 

功率 特性 传 氧 速率 

能 量 平衡 


本 章 的 其 余部 分 将 讨论 有 机 体 在 生物 反应 器 中 生长 的 原 


57 


理 ， 特 别 要 提 到 用 于 产品 生产 的 微生物 、 植物 和 动物 细胞 。 
关于 生物 反应 器 在 酶 功能 方面 的 应 用 ， 包括 可 溶性 酶 、 固 定 
化 酶 以 及 某 些 类 型 的 固定 化 微生物 细胞 系统 等 内 容 将 在 第 四 
章 中 加 以 讨论 。 


3.2 ”液态 系统 中 微生物 培养 的 原理 


汪 物 的 生长 可 以 看 成 是 用 质量 或 细胞 数 麦 示 的 细胞 物质 
的 增加 ， 它 是 一 系列 高 度 协调 的 酶 促 生 物 学 步骤 。 上 只 有 必需 
养分 能 够 有 效 地 输送 到 细胞 表面 (质量 传递 ) ， 并 且 环 境 参 。 
数 〈 例 如 温度 和 pH 值 等 ) 保持 在 最 佳 水 平 才能 获得 最 佳 生 ， 
长 。 

生物 反应 器 中 细胞 物质 〈 生 物 量 ) 的 数量 〈X) 可 以 用 
重量 表示 〈 如 干 重 或 湿 重 ，DNA 或 蛋白 质 重量 ) ,也 可 以 用 
数量 表示 〈 细 胞 数 ) 。 加 倍 时 间 〈ta) 指 生物 量 的 重量 增加 
一 倍 需 要 的 时 间 。 世 代 时 间 〈9) 指 细胞 数量 增加 一 倍 需 要 、 
的 时 间 。 在 平衡 或 指数 生长 期 ， 当 生长 只 受 细胞 的 内 部 活动 
支配 时 ， 只 要 群体 中 的 每 个 细胞 都 能 分 裂 ， 则 9g 王 页 。 随 着 ， 
细胞 体积 和 复杂 性 的 增加 ， 平 均 加 倍 时 间 随 之 增加 。 下面 是 
实验 获得 的 数值 范围 〈 小 时 ) : 细菌 0.25 人 1, BP BRI.15~2, 
震 菌 2 全 6.9， 植 物 细胞 20 人 40。 

在 理想 的 条 件 下 ， 微 生物 生物 合成 的 兆 力 是 很 大 的 ， 有 
的 细 苗 生物 量 加 倍 时 间 只 要 15 分 钟 。 然 而 ， 任 何 时 候 生长 条 
件 都 处 于 最 佳 状态 的 情况 是 很 少见 的 。 实 际 上 细胞 的 生长 将 : 
变 成 有 赖 于 某 种 限制 因子 〈 如 必需 的 养分 ) 。 当 限制 因子 的 
浓度 下 降 到 零 时 ， 生 物 的 生长 潜力 随 之 减少 为 堆 。Monod 
(19424) 的 经 典 研 究 发 展 了 用 来 描述 生物 反应 器 中 微生物 
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生长 基本 特性 的 数学 方程 。 原 来 的 数学 方程 表示 了 浓 度 .9 与 


上 一 HHmaz 开 十 9 Ci) 


. 
上 式 中 ，S 是 培养 基 中 与 其 它 必需 养分 相 比 处 于 限制 性 浓度 
的 底 物 浓度 ，ua,: 是 生物 的 最 大 生长 比 速 , 多 。 为 侈 和 常数 。 
民 , 是 k 一 tasx/2 阿 的 底 物 浓度 。 如 果 底 物 浓度 可 以 稳定 保持 
在 适当 数值 〈 这 一 点 对 连续 培 痉 是 重要 的 ) ， 在 0~-hnsx 之 
间 的 任何 年 长 比 速 下 均 可 出 现 指数 生长 。 生 长 必需 的 养分 和 
生长 需要 的 最 佳 条 件 的 鉴定 来 自分 批 和 连续 式 生物 反应 器 系 
统 。 生 长 速度 指 生物 体 浓度 增加 的 速度 dx/df) ， 而 生长 
比 速 则 指 生物 体 单位 浓度 的 增加 速度 1/xz) dx/df) 。 生 
长 与 底 物 利用 之 间 存 在 着 简单 的 关系 。 在 简单 系统 中 ， 生 长 
速度 是 底 物 利 用 速度 的 常数 部 分 (Y) : 


dx ds 
SEE (2) 


VEEP RH. TEE WE KINA: 
_ 形 成 的 细胞 重量 ， 

PERN A | 

知道 了 三 个 生长 常数 〈hasx， 天 。 和 Y) 的 大 小 ， 即 可 由 方 
fi C1) MM (2) 对 分 批 培养 的 生长 周期 进行 全 面 的 定量 描 
述 。 


ba 


分 批 培养 时 ， 生 长 所 需要 的 接种 物 和 营养 物 在 最 适 的 温 


度 和 pH 条 件 下 一 起 装 到 一 个 容器 中 ， 进 行 混合 。 除 非 好 气 


性 生物 通 第 需要 加 反应 器 连续 充气 外 ， 分 批 培养 实际 上 是 一 


”个 封闭 的 系统 。 
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在 分 批 培 养 中 ， 生 长 速度 度 与 生长 比 速 很 难 稳定 ， 这 反映 
了 该 系统 营养 环境 不 断 改 变 的 特点 。 图 11 表 示 微 生物 分 批 增 


站 


(a) 5 t— 


图 11 微生物 分 批 培 养 的 生长 特性 
(a) 以 生物 量 浓度 〈 或 质量 ) 邢 作 为 时 间 克 函数 ，1. 延 滞 期 ，mRNA 和 
降 合 成 ， 生 物 量 的 生产 与 破坏 相抵 消 ， 净 生长 量 为 零 (上 =0)。2. 指 数 生 长 期 ， 
一 hmas x。3. 减 速 期 的 中 心 部 分 。4. 净 生长 等 于 零 ，he 一 0。5. 变 量 ! 值 的 跨度 
为 ，hmsx 一 <hmax 一 0。 (b) X (EHH) 和 S (基质 ， 如 葡萄 糖 ) 质 量 的 浓 
度 对 数值 与 时 间 的 半 对 数 图 (t 尺 度 为 线性 ) ，1. KEM. pO, 2. RI. 3 


指数 期 ，R=hmsx。4. 减 速 期 。5. 稳 定期 ，n=0〈 人 参照 图 11a)。 所 衰退 期 。7.。 
死亡 期 。 


养 的 复杂 性 .开始 的 延 滞 期 看 不 见 菌 体 生 长 ， 但 化 学 分 析 玫 胃 i 
VN RA AEN CAR (e, iF HA AE ETE AP 
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境 ， 并 且 将 在 适当 的 时 候 开 始 生 长 。 现 在 认为 接种 物 的 生理 
状态 不 仅 是 影响 延 滞 期 长 短 的 主要 因素 ， 而 且 会 影响 到 将 来 
的 菌 体 生 长 与 产品 形成 〈 如 抗生素 合成 ) 。 在 接种 物 长 出 之 
后 和 指数 生长 开始 之 前 有 一 个 瞬间 加 速 期 。 由 于 这 个 时 期 的 
细胞 群体 在 年 龄 结构 与 代谢 方面 的 异 质 性 ， 目 前 对 该 时 期 在 
生理 和 数学 上 都 还 不 太 了 解 。 在 指数 生长 期 ， 如 果 营 养 素 丰 
， 且 也 不 存在 抑制 因子 ， 则 生物 体 将 无 休止 地 生长 ， 生 长 
比 速 将 达到 最 大 值 , 即 k 一 uasx。 但 是 ， 在 大 多 数 分 批 培养 过 
程 中 , 指数 生长 是 短暂 的 。 随 着 养分 被 生长 的 细胞 群体 耗 尽 ， 
无 限 生长 将 被 有 限 生 长 取代 。 这 时 , 虽然 细胞 群体 仍 在 扩大 ， 
但 任何 特定 点 上 的 生长 比 速 往往 会 变 得 越 来 越 小 , 即 <nhnsx。 
这 段 时 期 叫 减 速 期 .减速 期 以 后 为 稳定 期 。 稳 定期 中 ， 由 于 养 
| 分 被 耗 尽 , 整个 生长 可 能 停止 。 此 时 , 由 于 
生长 速度 = 死亡 速度 

生物 量 将 达到 平衡 。 许 多 生物 工程 产品 (如 抗生素 ) 都 是 在 这 
段 生长 周期 内 达到 最 佳 状态 。 生 长 周期 的 最 后 阶段 发 训 亡 
期 ， 此 时 生长 比 速 为 负 值 (uk<o) 。 由 于 代谢 减少 和 细胞 解 
体 ， 生 物 工 程 的 大 多 数 分 步 过 程 都 在 进入 这 个 时 期 以 前 被 
"hae | 

实际 上 ， 分 批 培养 已 被 用 于 优化 生物 体 或 生物 量 的 生 
生产 ， 并 继而 进行 特定 的 化 学 转化 过 程 ， 如 终 产品 GER, 
。 有 机 酸 的 ) 形成 或 物质 降解 〈 污 水 处 理 ) 。 许 多 重要 产品 都 
是 在 分 批 培 养生 长 周期 的 稳定 期 内 获得 最 佳 。 

与 分 批 培 养 不同 ， 连 续 培养 时 ， 养 料 的 加 入 与 在 总 培养 
物体 积 中 取出 比例 相等 的 一 部 份 ， 是 不 断 地 进行 的 。 连 续 培 
上 养 法 可 以 使 生物 在 稳定 状态 的 条 件 下 生长 ， 即 以 恒定 的 速度 
和 在 恒定 的 环境 下 进行 生长 。 在 分 批 培养 物 的 生长 周期 中 ， 
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pH、 养 分 浓度 和 代谢 产物 浓度 不 可 避免 地 发 生 着 Hs TH 
在 连续 培养 时 却 可 以 保持 恒定 。 实 际 上 ， 实验 痰 员 可 以 通过 
mareepiiebumninientiigne 
定 的 流速 da neers iY ir » 并 且 以 局 样 的 速度 输出 发 
REN, MAR DRIER EL CV) 保持 不 变 。 殉 过 有 效 地 
混合 ， 流 入 的 培养 基 将 迅速 均匀 地 在 整个 生物 到 应 器 中 扩 
散 。 通 过 建立 细胞 、 基 质 、 产 物 等 的 平衡 方程 式 可 以 对 所 有 ， 
搅拌 式 连续 反应 器 系统 的 特点 在 数学 上 加 以 描述 。 其中， 在 
何 组 分 浓度 变化 的 净 速 度 等 于 所 有 增加 和 减少 这 二 组 分 的 过 
程 的 速度 之 和 。 实 际 上 ， 这 些 过 程 可 能 包括 “a) 因 流 入 反 
应 器 使 组 分 增加 一 一 它 等 于 流入 速度 乘 以 流入 组 分 的 浓度 ， 
(b) 因 流 出 使 组 分 减少 ，(〈c) AE Kit (4H > 3 im, 
(d) 因 利 用 而 底 物 减少 ， (〈e) 产品 形成 和 生物 量 增加 。 
在 连续 的 生物 反应 器 中 ， 保 留 时 间 不 是 由 流速 篆 养 物 
体积 的 绝对 值 表示 
定 ， 这 里 D=f/v， 即 每 小 时 完全 体积 的 变 北 数 j — 不 颗粒 
在 培养 物 容器 中 的 平均 保留 时 间 等 于 17D。 假 如 是 完全 均匀 
一 致 的 混合 ， 生 物 反应 器 中 的 每 个 细胞 将 有 同样 离开 反应 器 ， 
的 机 率 ， 即 在 一 定 的 时 间 内 被 冲 出 。 
生物 体 的 净 增 数量 可 以 用 简单 的 方程 才 示 ;增加 量 二 环卫 
长 量 一 输出 量 


d 
ane =ux—Dx 


Mu>Dit, dx/dtQic{a; Aah ye eee im; 4 u<D 
时 ，dx/dt 为 负 值 ， 将 发 生 细 胞 冲 出 ， 当 =0 时 dxzMats0 
并 且 x 为 常数 。 在 这 种 情况 下 ， 将 达到 稳定 状态 以 致 生物 
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te 


村 浓度 将 不 随时 间 而 改变 。 
Mie ak Be EY Rae RBA. ae 
以 浓度 sx 加 入 的 底 物 被 生物 体 消耗 后 以 浓度 > 流出 ， 底 物 浓 
度 变 化 的 府 速 度 为 
增加 量 三 输入 量 一 笨 出 量 一 消耗 量 


i= 稀释 率 超 过 Un。 x 值 时 ’ 将 发 生生 物体 冲 出 ° 
如 果 将 一 个 连续 培养 系统 看 作 一 个 生产 系统 〈 如 5CF 生 


产 过 程 》 ， 其 性 能 可 由 两 个 指标 来 判断 ， (1) 单位 时 间 内 


产生 的 细胞 数 一 一 输出 速度 ，(2) 单位 重量 底 物 产生 的 细胞 
数 一 一 有 效 产量 或 “产量 系数 ”。 在 稳定 状态 下 ， 总 输出 量 
等 于 流速 与 生物 体 浓 度 的 乘积 。 要 获得 细胞 或 生物 量 的 最 高 
输出 ， 应 该 有 高 的 稀释 率 ， 但 显 然 不 能 超 ; 过 nsxs 实际 上 
可 以 用 最 高 输出 速度 或 略 低 于 最 高 输出 速度 的 流速 与 切实 可 
行 的 最 高 底 物 浓度 来 获得 既 有 高 输 册 又 能 有 效 利用 底 物 的 最 


”高 生产 效 座 。 这 种 最 佳 条 件 只 与 生物 量 的 产生 有 关 。 有 的 发 


酵 产品 〈 想 酒 猜 ) 的 形成 与 撒 物 消耗 量 成 比例 ， 它 们 可 以 采 
用 相似 的 条 件 ， 但 对 于 复杂 代谢 产物 〈 如 抗生素 ) 的 生产 可 
能 需要 完全 不 同 的 条 件 。 

喂 料 分 批 塔 养 是 另 一 种 培养 方式 ， 它 将 培养 基 或 底 物 连 
续 或 相继 加 六 起 始 的 一 批 原料 中 而 不 从 系统 中 取出 任何 产 
品 。 这 种 系统 的 产品 产量 很 可 能 超过 传统 的 分 批 塔 养 。 这 种 


方法 在 工业 土 《〈 如 面包 酵母 的 培养 中 ) 已 被 广泛 采用 。 


Fee. 
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DHE, WEL SHILIS FALE FE St BE 
或 细胞 产品 生产 中 得 到 应 用 。 由 于 种 种 原因 ， 分 批 培 养 技术 
仍然 是 工业 实践 中 的 优势 类 型 。 要 更 深入 了 解 生长 生物 体 的 
各 种 技术 动力 学 请 参阅 Pirt (1975) 和 Fiechter (1981) 的 
著述 。 


3.3 生物 反应 器 的 设计 


生物 反应 器 是 生物 工程 过 程 进行 生物 学 反应 的 容 逢 系 

统 。 它 可 为 最 佳 的 生物 生长 与 代谢 活动 提供 适宜 的 环 培 ; 它 

能 防止 环境 对 生产 培养 物 的 污染 ， 同 时 也 能 防止 培养 物 释放 

到 环境 中 。 它 装 有 相关 的 仪器 或 探 针 ， 能 够 进行 最 佳 的 过 程 

控制 〈 表 13) 。 os Ce 
#13 ”生物 反应 器 设计 的 基本 考虑 


1 .细胞 系统 〈 微 生物 、 哺 乳 动物 或 植物 细胞 系统 ) 的 人 微 生 牺 学 和 生物 化 学 
特性 

2. 生 物 反 应 器 的 流体 力学 特性 

3. 生 物 反 应 器 的 质量 和 热量 特性 

4. 细 胞 生长 与 产物 形成 的 动力 学 特性 

5. 细 胞 系统 的 遗传 稳定 性 

6. 无 菌 设备 的 设计 

7. 生 物 反 应 器 环境 (包括 大 环境 和 小 环境 ) 的 控制 

8. 生 物 反应 器 的 设计 对 发 酵 产 物 分 离 过 程 的 影响 

9. 生 物 反 应 器 的 成 本 与 操作 费用 

10. 生 物 反应 器 的 放大 能 力 , 


SEAM WAR BORE TRE FIs 在 大 多 数 
HEA LMA, Ae ER RIMS Bh 
AMON EW ES i TAY, Fo PR A 
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剂 ， 破 坏 产 品 ， 产 生 可 能 妨碍 产物 提取 与 纯化 过 程 的 物质 ， 
或 将 有 毒 的 分 子 带 进 系统 。 

为 了 避免 这 些 问题 发 生 ， 必 须 对 培养 基 、 生 物 反 应 器 和 
所 有 附属 管道 系统 进行 灭 菌 〈 通 常用 高 压 蒸气 进行 ) ， 所 有 
进入 系统 的 空气 ， 必 须 经 过 灭 菌 的 玻璃 棉 以 排除 污染 物 。 分 
批发 酵 的 培养 基 一 般 在 反应 器 内 灭 菌 ， 而 连续 系统 则 采用 外 
部 灭 菌 。 发 酵 工 业 中 ， 污 染 菌 偶尔 会 进入 生物 反应 器 并 造成 
危害 。 因 此 ， 为 了 防止 污染 造成 太 大 损失 ， 抗 生 素 工业 的 反 
应 器 很 少 大 于 200ms 。 连 续 发 酵 过 程 更 有 必要 采取 严格 灭 菌 
操作 。 据 估计 ， 遗 传 工程 微生物 将 大 量 用 于 工业 生产 ， 这 样 
将 需要 使 用 更 加 昂贵 的 杂 菌 防除 技术 。 

好 气 过 程 的 设计 必须 包括 使 空气 纳入 和 使 内 含 物 混合 的 
BLED, 并 且 对 所 有 系统 都 必须 考虑 接种 与 取样 , 装 料 与 取 料 的 
需要 。 搅 拌 、 通 气 和 代谢 的 氧化 过 程 产 生 的 能 量 输入 必须 通 
过 冷却 装置 排除 。 能 量 输入 量 的 检测 对 于 确定 总 的 混合 与 通 
气 速度 是 必要 的 。 

反应 器 的 构成 材料 应 该 是 无 毒 的 ， 并 且 能 经 受 蒸气 压力 
和 抵抗 化 学 与 电 溶解 的 侵蚀 。 生 物 反应 器 通常 用 高 度 磨 光 的 
不 锈 钢材 料 制 成 。 生 物 反应 器 形状 和 体积 各 异 ， 高 度 与 直径 
的 比值 〈 特 征 比 ) 是 它们 的 重要 工作 参数 。 

工业 生物 反应 器 的 体积 受 所 需 产 品 浓度 和 采用 分 批 还 是 
连续 操作 影响 。 虽 然 连 续 培 养 技术 被 广泛 用 于 研究 ， 但 在 工 
业 方 面 的 应 用 却 很 有 限 ， 工 业 应 用 的 例子 有 SCP 和 酒精 生产 
过 程 以 及 废水 处 理 。 几 乎 所 有 的 其 它 工业 过 程 都 采用 分 批 培 
养 或 喂 料 分 批 培养 方法 。 

工业 上 和 分 批 培养 和 咀 料 ， 分 批 技术 之 所 以 占 优 势 是 由 于 
下 面 的 一 些 GRAM) 原因 
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(a) 特定 时 间 内 对 产品 需求 量 可 能 很 少 ; 

(b) 市 场 需 求 可 能 是 ) 周期 性 的 

(c) 特定 产品 的 货架 时 闻 很 短 ; 

(d) 为 了 便于 产 有 物 分 离 与 纯化 ， 要 求 发 醇 液 串 的 产 胸 ， 
Ay BE HR Es 

(e) 特定 产物 只 在 生长 周期 的 稳定 期 产生 ; 

sae pene 

(g) 连续 生产 仍 有 许多 技术 土 的 国难 。 

工业 生物 反应 器 虽然 品种 人 繁多， 但 旧 前 使 用 最 广 的 类 型 
仍然 是 早期 使 用 过 的 连续 搅拌 锥 式 反应 器 (CSTR) 《图 12 
a) 。 在 没有 机 械 搅拌 的 生物 反应 器 中 《如 塔 式 和 环流 式 生 
物 反 应 器 ) ， 搅 拌 是 借 很 高 的 气体 冲 方 进行 的 《图 12b) Bh 
在 普遍 认为 ， 处 理 液体 发 酵 液 的 大 型 生物 反应 器 ;采用 这 种 
设计 可 以 与 机 械 搅 拌 式 生 物 反应 器 在 经 济 上 展开 党 争 。 得 是 ， 
在 所 有 系统 中 ， 粘 滞 度 的 增加 可 能 给 通气 带 来 严重 困难 ， 因 
为 小 气泡 合并 成 大 气泡 会 减少 界面 的 面积 。 了 二 

一 般 说 来 ， 发 酵 工业 需要 一 种 能 满足 多 种 不 同和 运转 条 件 
(包括 粘 洁 度 的 变化 , 通气 速度 , 搅拌 强度 和 发 酵 体 积 ) 的 生 
物 反应 器 。 实 际 上 CSTR 已 经 被 广泛 接受 。 在 选用 生物 友 应 “ 
器 时 还 要 考虑 到 在 同一 工厂 加 工 不 同 产品 ， 因 此 要 求 发 酵 系 
统 容 易 改装 和 灵活 性 大 。 

CSTR 的 基本 设计 是 在 四 十 年 代 和 五 十 年 代 期 间 提出 
的 。 在 此 期 间 ， 它 被 用 于 青霉素 的 工业 生产 。CSTR 一 般 为 “ 
充分 密封 的 直立 式 圆 柱 体 ， 面 板 厚度 为 饶 体 直径 的 10 驳 《图 
12a) 。 灭 菌 后 的 空气 通过 一 个 开口 的 管子 或 环形 喷头 从 容 吉 
基部 进入 反应 器 。 顶 部 带 有 传动 装置 的 垂直 转轴 装 有 一 个 或 
多 个 找 拌 器 〈 取 决 于 特征 比 ) 。 通 常 搅拌 器 安装 在 转轴 下 


66 


(e) 
图 12. 各 种 形式 的 生物 反应 器 
(3) 连 续 搅 拌 镀 式 反 应 器 (DEERME (〈c) 环 流 式 (循环 式 ) 生 物 反 应 
器 〈d) 厌 氧 消 化 器 或 厌 氧 生物 反应 器 〈e) 活 性 污 泥 生 物 反 应 器 。 
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相互 间距 等 于 饶 子 的 直径 ， 以 免 液 体 呈 旋涡 式 运 动 。 大 多 数 
生物 反应 器 采用 叶片 扁平 的 涡轮 式 搅拌 天 。 通常 安装 3 一 5 个 
这 样 的 涡轮 式 搅拌 器 即 可 在 整个 系统 的 高 度 内 达到 充分 混合 
与 扩散 〈 图 12a)。 这 种 涡轮 搅拌 系统 要 求 的 功率 输入 很 高 。 

为 了 寻找 更 有 效 的 设计 ， 人 们 对 此 进行 了 许多 研究 。 典 型 的 


工业 CSTR 系 统 如 图 13 所 未 。 


接种 体 a | Pies 
Fa pr we 
进 料 口 一 ” 进 汽 出 水 口 


通风 口 一 
| 一 一 十 上 — 工作 水 平面 
i — ee 


we 
取样 
四 个 等 间隔 挡 板 
但 
<a 
ae 
—— es ai 
tk — 进 水 


冷凝 物 输出 Leet 
wa” 
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搅拌 器 的 作用 是 在 生物 反应 器 内 进行 搅拌 与 混和 并 促进 
通风 “〔〈 图 14)。 搅 拌 与 通风 在 C?ITR 操 作成 本 中 占 可 观 部 分 。 


aos 
Ur atte! 


if 
by 
Minh ¢ 
(b) 侧 视 图 底 视 图 


图 14 生物 反应 器 的 混合 作用 类 型 
(a) 有 挡 板 式 反应 器 的 辐射 类 型 “(b) 无 挡 板 式 类 型 
搅拌 的 作用 主要 是 使 细胞 与 养分 能 在 整个 培养 基 内 均匀 分 
布 ， 使 养分 〈 包 括 氧 气 ) 能 够 供 细胞 使 用 并 且 促 进 热 的 传 
递 。 生 物体 非常 需要 氧气 。 由 于 氧气 在 液体 的 溶液 中 溶解 量 
很 少 ， 发 酵 过 程 只 能 通过 对 发 酵 液 进行 强 有 力 的 搅拌 和 通风 
来 维持 。 搅 拌 对 氧气 传递 系数 (Kid) 的 影响 有 三 种 方式 ; 
(1) 抄 拌 器 将 空气 分 散 为 较 小 的 气泡 从 而 增加 了 气 液 界 面 
HR. (©) 搅拌 可 以 延缓 空气 从 生物 反应 器 中 损失 。 (3) 
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激烈 的 搅 切 可 减少 气 液 界面 膜 的 厚度 。 
并 式 反应 器 可 定义 为 佛 长 的 管状 容器 , 其 特征 比 大 于 6， 
1 《图 12b) 。 eemmitebidimin mm 
入 反应 器 ， 通 过 气泡 上 升 过 程 达 到 混和 目的 。 因 此 几乎 没有 
对 生物 造成 砍 切 效应 。 环 AV CSR) FRIAR | 
控制 液体 定向 流动 的 设计 (图 12c) 。 通 过 采用 通风 管 或 折 
流 管 产 生 液体 内 循环 ， 或 通过 利用 循环 管 进行 外 循环 实现 了 昌 
这 个 目的 。 ui | 
日 常 有 大 量 来 自生 活 和 工业 的 有 机 废水 要 通过 厌 气 和 好 了 
气 的 生物 反应 器 系统 加 以 处 理 。 在 没有 游离 氧 存 在 的 情况 下 ，， 
某 些 特异 性 微生物 能 将 可 进行 生物 降解 的 有 机 物 转化 为 甲 
烷 ，CO 和 新 的 微生物 细胞 。 原 始 有 机 物 中 化 学 固定 的 能 量 
被 用 于 新 微生物 细胞 。 原 来 有 机 物 中 化 学 固定 的 能 量 约 有 
90 儿 变 成 甲烷 ，5 一 10 匈 的 能 量 用 于 新 微生物 的 形成 , 还 有 
3 儿 作 为 热量 消耗 掉 。 这 与 好 氧 的 降解 过 程 形成 了 鲜明 的 对 
照 ， 在 好 氧 分 解 过 程 中 ， Tio. ee 
生长 ，40 匈 左右 以 热能 散失 。 
最 普遍 的 厌 气 反应 器 或 消化 器 是 以 连续 或 半 连 续 方 式 运 
转 的 CTR 〈 图 12d) 。 用 这 一 系统 将 浓缩 后 的 废水 〈 如 城 
市 污水 处 理 产 生 的 污 泥 ) 在 30 左 右 的 温度 下 与 厌 氧 微生物 
昆 合 ， 并 选择 持 水 时 间 〈 水 在 反应 器 内 停留 的 平 鸥 时间) 3 
便 可 有 效 地 使 废水 稳定 化 并 获得 甲烷 高 产 。 对 于 来 自 食 品 与 “ 
发 酵 工 业 的 中 等 浓度 的 废水 ， 采 用 的 技术 是 使 微生物 生物 量 
在 连续 运转 系统 中 保留 较 长 时 间 。 这 样 ， 固 栖 停留 时 间 
与 液体 停留 时 间 被 分 开 ， 并 且 在 消化 器 中 可 以 获得 高 浓度 的 
微生物 ， 从 而 得 到 高 的 降解 速度 。 很 稀 的 废 水 式 如 城市 污 
水 ) 需要 有 很 长 的 固体 停留 时 间 并 且 只 能 用 流 化 床 过 程 来 区 
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4 OLB WE) 。 

甲烷 发 酵 的 典型 例子 是 中 国 的 沼气 计划 。 中 国 建立 了 几 
百 万 个 家 用 型 无 氧 生物 反应 器 。 这 种 反应 器 被 用 来 处 理 家 瘟 
〈 禽 ) 数 便 、 人 类 尿 和 积 秆 ， 产 生 的 沼气 用 于 炊事 与 照明 。 
”这 种 反应 器 既是 废物 处 理 的 卫生 设备 ， 又 可 提供 很 好 的 肥 
料 。 

如 果 单 位 体积 负载 为 每 米 ? 反 应 器 每 天 4 公斤 干 物质 ， 并 
且 平 均 停留 时 间 只 有 10 天 ， 那 么 一 个 满载 的 甲烷 生物 反应 器 
A AS) OK RV REREAD, 

活性 污 泥 法 被 广泛 用 于 废水 和 其 它 工业 废物 的 氧化 处 
理 。 这 些 方法 使 用 分 批 或 连续 搅拌 式 生 物 反 应 器 系统 来 增加 
室 气 卷 入 和 加 速 有 机 物 的 氧化 分 解 〈 图 12e)。 这 些 生物 反应 
器 很 大 。 为 了 最 有 效 地 发 挥 功 能 ， 大 多 数 城市 废水 处 理 厂 的 
生物 反应 器 装 有 用 个 或 多 个 搅拌 器 单元 ， 以 利 混合 和 氧气 上 吸 
收 。 直 于 它们 是 开放 系统 ， 倡 尔 会 有 气味 问题 。 

工业 废水 的 厌 氧 生物 处 理 方法 越 来 越 被 人 们 所 接受 ， 这 
是 因为 用 这 种 方法 

(1) 不 需要 通风 因此 节约 能 量 

(2) 有 机 物 高 度 转化 为 沼气 ， 沼 气 可 用 作 燃 料 ; 

(3) 没有 气味 问题 ; 

(4) 很 少 产生 残 泥 ; 

(5) 通过 微生物 操作 ， 可 形成 高 价值 的 产品 。 


3.4 PIER HY BOTT 


培养 基 的 设计 必须 满足 产生 菌 的 营养 要 求 、 生 产 目 的 和 
生产 规模 的 需要 。 对 于 多 数 大 型 生物 工程 过 程 来 说 ， 培 养 基 
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wT. A PAPE AM 川 工 处 理 特 性 是 决定 选择 的 主 要 因 
避 关 微生物 的 基本 营养 要 求 〈 动 植物 细胞 的 营养 要 求 将 
在 后 面 讨 论 ) 包括 能 源 或 碳 源 、 有 效 氮 源 和 无 机 元 素 , 有 的 还 
BORA KAT 对 于 大 多 数 生物 工程 过 程 来 说 ， 碳 源 与 氮 源 更 
名 党 地 是 来 自 相 当 复杂 的 廉价 天 然 产 物 或 副 产 物 的 混合 物 夫 
14). 而 微量 金属 元 素 则 通常 在 自来水 和 主要 原料 中 已 经 让 铝 
了 ， 氮 、 磷 、 硫 、 钙 等 元 素 常用 盐 作 补充 来 源 四 生长 因子 在 
必要 时 可 以 用 纯 的 形式 提供 ， 但 出 于 经 济 方面 的 考虑 ” 生 萎 
因子 一 般 用 动 植物 提取 液 的 形式 加 入 。 所 需 生长 因子 的 主要 


种 类 包括 B 族 维生素 或 有 关 化 合 物 、 某 些 氨基 酸 和 一 些 脂 肪 
酸 。 如 果 不 利用 p 也 控制 ， 则 矶 源 和 氨 源 的 适当 平衡 对 于 生产 


过 程 的 pH 模式 是 重要 的 。 在 大 多 数 生产 过 程 中 , FRAME 
解 于 水 。 在 分 批 培 养 中 ， 养 分 通常 都 存在 手 起 始 的 体积 中 。 
通过 按 一 定 速率 供给 其 中 的 一 些 养 分 可 以 对 分 批 系统 的 发 本 
反应 作 进一步 调节 与 控制 〈 喂 料 分 批 培 养 ) 。 这 样 》 诱导 物 
的 基本 浓度 可 以 保持 不 变 。 养 分 的 可 用 性 对 于 发 酵 反 应 与 产 
品 形 成 发 挥 着 强 有 力 的 生理 控制 作用 。 
培养 基 的 配方 首先 要 从 经 济 上 考虑 ， 因 为 在 发 酵 生产 
可 赤 成 本 中 原料 成 本 可 占 60~80 狗 。 由 于 日 用 品 市 场 价格 随 
季节 和 其 它 因素 的 变化 而 波动 ， 所 以 发 酵 原料 的 选用 主要 决 


定 于 当时 的 材料 价格 。 此 外 ， 材 料 的 选择 还 必须 考虑 处 理 费 ， 


用 与 贮存 费用 、 配 方 与 灭 菌 的 难度 以 及 健康 与 安全 问题 。 


二 养 二 配 方 和 发 花期 间 特 定 养分 可 用 性 对 产品 优化 影响 


很 大 。 因 此 ， 如 果 发 酵 的 目标 是 生物 量 或 与 生长 有 关 的 产 


多 , 则 培养 共 应 自始至终 能 使 生长 潜力 得 到 最 大 发 挥 :如 果 产 。 
物 是 不 受 生 长 限制 的 化 合 物 〈 如 有 机 酸 、 抗 生 素 等 寻 史 在 起 
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表 14 工业 培养 基 的 碳水 化 合 物 和 氨 素 来 源 


碳水 化 合 物 来 源 氨 素 来 源 ( 氛 素 重 量 匈 ) 
+ apie oo agli Po SiS pe 
玉米 浸 提 液 (4.5) 
乳糖 ”一 一 纯 乳 糖 、 乳 清 粉 花生 粉 (8.0) 
燕麦 粉 (1.5 一 2.0) 
wee —-AEZW. CA. Bi) HI i (8-0) 
HEM. BEM. KA BZ hl. 0) 
粉 eg Rae 
Fig ts (4.5) 


糖 ”一 一 甜菜 糖蜜 、 甘 蔗糖 
蜜 、 红 糖 、 纯 白糖 
始 生 长 期 后 ， 可 改变 培养 基 使 它 缺 少 某 种 或 几 种 养分 。 根 所 
BORNE REAR, THREAT BHR 
谢 产 物 ， 利 用 限量 的 磷 、 氮 、 碳 水 化 合 物 和 某 些 痕 量 元 素 、 
现 已 获得 成 功 。 有 的 发 酵 过 程 要 求 培 养 基 中 有 诱导 物 存在 , 有 
的 过 程 可 能 会 受到 培养 基 中 某 种 成 分 抑制 。 降 解 产物 的 抑制 
问题 尤为 常见 ， 在 含有 和 葡萄糖 的 培养 基 中 经 常 出 现 这 种 情 
沈 。 这 种 过 程 被 抑制 的 问题 ， 可 以 通过 使 用 可 缓慢 发 酵 的 矶 


水 化 合 物 或 部 分 水 解 的 淀粉 代替 葡萄 糖 来 加 以 避免 。 对 于 某 


些 特定 的 发 酵 过 程 还 可 以 使 用 递增 流 加 或 连续 流 加 某 种 浓缩 
组 分 的 方法 。 

工业 培养 基 的 配制 不 仅 要 考虑 生产 过 程 中 发 酵 阶 段 的 需 
有 要， 还 要 考虑 随后 的 纯化 过 程 的 需要 。 培 养 基 的 配方 还 应 该 
力争 使 最 后 的 发 酵 液 粘 滞 度 低 、 细 胞 物质 易 分 离 和 可 能 影响 
终 产 品 特性 的 残余 化 合 物 的 含量 低 。 

详 养 基 的 灭 蓝 方 法 必须 最 天 程度 杀 死 污染 菌 ， 并 且 保证 
温度 对 培养 基 成 分 影响 最 小 和 无 机 盐 沉 淀 最 少 。 培 养 基 灭 菌 
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MA HEAZE EIN. (HERA mit» EMTS RTS 
易 发 生变 化 甚至 被 破坏 。 这 时 ， 必 须 采 用 其 它 灭 茵 方法 ， 如 
过 滤 法 或 辐射 法 等 。 大 多 数 培养 基 在 反应 器 中 进行 分 批 灭 菌 
仍然 是 可 供 选择 的 方法 ， 不 过 连续 法 正在 被 人 们 更 广泛 地 接 
受 。 连 续 灭 菌 过 程 在 120 有 以 上 的 温度 下 保持 较 短 时 间 河 以 
有 效 地 杀 死 钨 子 而 对 培养 基 的 养分 没有 严重 的 不 利 影响 。 实 
际 作 法 是 将 培养 基 通 过 一 个 热 交 换 器 ， 并 使 热 交 换 器 在 较 短 
时 间 内 将 温度 升 到 所 需 高 度 从 而 达到 连续 灭 菌 的 目的 。 培 养 
基 经 过 热 交 换 器 后 被 输入 一 个 维持 管 中 ， 在 这 个 温度 下 维持 
一 定时 间 。 最 后 ， 将 培养 基 在 热 交 换 器 中 逆 着 输入 的 冷 培 养 
基 ， 然 后 道 着 冷水 进行 反 回 循环 从 而 达到 迅速 冷却 的 目的 。 
高 温 短 时 间 灭 蓝 方 法 有 利于 生长 因子 的 保存 并 且 很 少 出 现 颜 
色 。 同 时 ， 人 余热 还 可 以 回收 利用 。 除 此 以 外 ， 快 速 灭 菌 还 可 
以 采用 蒸气 直接 喷射 法 〈 入 140C) 。 


3.5 生物 反应 器 的 仪表 与 过 程控 制 


所 有 的 生物 都 承受 着 细胞 内 外 的 一 系列 环境 因子 〈 如 温 
EH, pHAIO.) 的 作用 。 传 统 的 生理 生化 研究 揭示 了 这 些 因 
子 ， 并 研究 了 它们 各 自 的 作用 规律 。 在 所 有 的 生物 工程 过 程 
中 ， 优 化 生产 率 是 必 不 可 少 的 ， 而 生产 率 的 优化 只 有 通过 对 
已 知 可 调节 生物 活动 的 多 种 因子 的 识别 与 控制 来 实现 。 影 响 
生物 活动 的 有 关 环 境 因子 有 物理 、 化 学 和 生物 从 学 等 诸 种 ， 
对 它们 的 监测 并 不 总 是 容易 的 事 〈 见 表 12) 。 

生物 反应 器 的 仪表 对 于 度量 和 计 录 有 关 参 数 ， 并 将 所 获 
信息 用 于 改善 和 优化 生产 过 程 〈 表 15) 的 重要 性 日 趋 增加 。 
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实际 上 ， 生 产 过 程 的 控制 可 通过 传感器 获得 度量 数据 ， 然 后 


与 一 定 值 (Set Point) 比较 ， 两 值 之 差 作为 改变 可 操 织 生 


产 过 程 的 活化 器 位 置 的 标准 ， 从 而 保证 度量 值 污 定 值 较 捞 
Wo 43 tl faze — PY A} 将 度量 值 与 定 值 比 较 的 出 EGS Bo ， 传 感 
器 、 控 制 器 和 激活 器 组 成 一 个 控制 环 共同 调节 竺 完 的 罚 子 。 


#15 “目前 与 生物 反应 器 联 用 的 仪器 


oem 


HL BH | 使 用 的 仪器 
压力 ARMIN ER 
RAS ty BE 

体积 部 和 底部 的 差 压 传感器 

重量 将 发 酵 久 架 在 负载 传感器 上 
pHifi 玻璃 电极 与 参 比 电 裤 
搅拌 速度 转速 计 
气流 可 变 范 围 式 流速 计 、 妃 松 流量 计 
CO: 产 生 量 红外 线 分 析 仪 
O: 消 耗 量 氧化 钳 分 析 仪 一 
IRR, 溶解 氧 极 谱 电 极 
温度 热电 偶 、 电 阻 温度 计 、 热 敏 电阻 、 

毛细 管 


检测 生物 反应 器 的 控制 参数 可 用 两 种 方式 进行 ,在线 检 
测 和 离线 检测 。 在 线 检测 是 将 传感器 直接 放 入 加 工 液 流 中 ， 
人 TAT 
理想 的 传感器 必须 能 够 经 受 燕 气 消毒 、 能 产生 连续 的 可 靠 信 
息 、 能 进行 在 线 操作 、 容 易 校 准 、 结 实 耐用 和 对 生产 过 程 无 
不 良 影响 。 在 线 传 感 器 不 能 对 生物 反应 器 过 程 进行 有 效 检测 
和 控制 ， 是 发 酵 工 程 发 展 中 的 主要 障碍 。 较 普遍 的 在 线 传 感 
器 有 温度 、pH、 压 力 、 气 液体 流速 以 及 CO: 和 0:;: 的 传 感 
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me WR ik Z 可 用 于 在 线 检测 DNA, RNA, Be Ay 
物 量 等 重要 参数 的 可 靠 装置 ， 这 使 得 整个 生物 反应 器 过 程 受 
到 严格 限制 .对 于 这 些 化 合 物 的 检测 仍然 需要 离线 进行 .由 于 
离线 分 析 在 取样 后 一 般 需要 几 个 小 时 才能 获得 结果 所 以 不 能 
直接 用 于 控制 操作 。 
F 面 简单 介绍 几 种 被 确认 的 在 线 系统 和 一 些 即 将 付 诸 应 是 
用 的 在 线 检测 技术 。 1 


3.6 Ww HR 


3.6.1 温度 SAE, Ee 
定性 的 动力 学 效应 影响 着 生物 学 过 程 。 用 来 监测 生物 反应 器 。 
温度 的 传感器 很 多 ， 其 中 包括 热电 偶 ， 阻 抗 温度 计 、 芍 人 敏 电 
阻 和 毛细 管 等 。 它 们 都 能 产生 可 被 控制 环 利 用 的 输出 信号 。 
大 容量 反应 器 需要 多 个 温度 传感器 才能 保证 整个 发 酵 体 积 内 
温度 有 合理 的 分 布 。 
3.6.2 pH 大 多 数 生 物 的 生长 对 pH 的 变化 都 很 敏感 ， 各 类 
生物 都 有 它们 特定 的 最 适 pH 值 范围 。 产 品 形成 的 最 佳 
pH 值 通常 不 同 于 生物 生长 的 最 佳 pH 值 。 据 信 / pH 值 主要 影 
响 细胞 壁 的 透 性 和 细胞 外 壁 酶 催化 的 反应 速度 。pH 传 感 器 
或 离子 选择 性 电极 已 在 生物 反应 器 中 被 广泛 应 用 .现代 的 pH 
探 针 可 经 受 蒸气 消毒 和 相当 程度 的 处 理 。 =f 
3.6.3 溶解 氧 生物 反应 器 中 使 用 的 大 多 数 生 物 需 要 恒定 ， 
供给 氧气 。 加 工 液 中 溶 氧 量 可 用 溶解 氧 探 针 来 检测 。 芋 
物 活性 与 溶解 氧 的 关系 常 成 为 大 多 数 生物 工程 操作 最 终 取 得 
成 功 的 重要 决定 因素 。 溶 解 氧 探 针 有 两 种 类 型 ; 电动 式 和 极 
谱 式 。 它 们 在 设计 上 没有 明显 差异 。 都 是 在 三 个 玻璃 的 或 不 | 
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锈 钢 的 外 壳 中 装 有 两 个 电极 。 溶 解 氧 探 针 的 主要 问题 是 灵敏 
“ 凑 低 ， 在 溶解 氧 浓 度 低 的 情况 下 使 用 不 十 分 可 靠 。 它 们 还 可 
”能 随时 间 发 生 大 的 偏差 并 且 不 耐 重复 消毒 。 
反应 器 内 氧 的 摄取 速度 可 通过 顺 磁 氧 气 分 析 仪 或 质谱 仪 

(该 仪器 速度 较 快 但 成 本 高 得 多 ) 测量 入 口 或 出 口气 流 中 的 
氧气 浓度 而 获得 。 
3.6.4 溶解 的 二 氧化 碳 测定 发 酵 液 中 CO， 的 溶解 水 平 可 
以 提供 大 量 有 关 生 产 情 况 的 信息 。 现 在 ， 可 用 覆 膜 电极 测定 
CO， 的 溶解 量 ， 但 它们 成 本 高 ， 可 靠 性 差 。 在 线 测 定 气 态 
CO,，, 可 用 光谱 、 气 相 色 谱 或 质谱 法 进行 。 

5.6.5 固定 化 酶 探 针 这 种 新 一 代 的 探 针 是 使 固 eee 
近 电 化 学 传感器 《通常 为 溶解 氧 或 pH 探 针 ) 表面 而 制 
成 的 。 这 种 固定 化 酶 可 与 特定 分 子 发 生 反应 而 产生 一 种 可 用 
电化 学 传感器 检测 的 信号 。 许 多 化 合 物 〈 如 葡萄 糖 、 蔗 糖 、 
R. ABR. SES. OR. AMA. PR. ER AULA 
氨基 酸 ) 的 酶 电极 原型 已 见 诸 报道 。 这 些 电极 专 一 性 很 强 ， 
不 受 其 它 化 合 物 影响 ， 容 易 校 准 并 且 灵 敏 度 高 。 但 是 ， 它 们 
反应 时 间 长 ， 不 能 经 受 蒸气 消毒 ， 至 少 难以 在 在 线 的 控制 环 
EGE. RI, MPR MORES CREA EN 
成 为 将 来 发 酵 工程 发 展 中 的 一 个 激动 人 心 的 领域 。 

3.6.6 生物 量 目前 还 不 能 用 现实 的 代价 对 生物 量 进行 在 
线 的 自动 分 析 但 根据 气态 O* 和 CO， 的 物质 平衡 关系 
已 经 考虑 了 间接 的 方法 .实际 上 , 包括 蛋白 质 、DNA 和 RNA 
在 内 的 生物 量 的 测定 仍然 是 离线 进行 的 ， 这 种 测定 很 费时 
间 。 

3.6.7 数据 处 理 以 前 曾 使 用 记录 本 或 记录 纸 贮 存 各 种 在 
线 和 离线 的 测量 数据 ， 这 些 数 据 现在 更 多 地 采用 计算 机 
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的 存储 器 或 磁带 、 磁 盘 进行 贮存 。 在 计算 机 中 ， REEL 
程 过 程 的 数据 以 档案 的 形式 贮存 起 来 ， 这 些 数据 涉及 培养 基 国 
配方 、 发 酵 过 程 和 错综复杂 的 出 料 加 工 过 程 。 历 史 数 据 的 贮 
存 与 组 织 是 现在 大 多 数 工 业 发 酵 过 程 的 一 项 重要 工作 。 计 算 
机 对 于 了 解 和 控制 发 酵 过 程 确 已 成 为 有 价值 和 不 可 缺少 的 手 ， 
奴 。 因 此 ， 目 前 一 个 功能 单位 有 可 能 具备 过 程 监测 。 程序 控 量 
制 、 连 续 控 制 、 计 算 、 数 据 贮存 、 数 据 供 给 与 报告 等 功能 。 
计算 机 在 生物 工程 中 的 进一步 应 用 还 包括 核酸 和 和 蛋白质 序 列 肝 
分 析 、 限 制 性 内 切 酶 图 谱 制 作 、 分 子 过 程 模拟 ， 以 及 设计 和 
调试 试验 等 方面 。 


3.7 ”质量 与 能 量 的 传递 


生物 体 在 生物 反应 器 中 生长 和 代谢 要 求 不 断 提供 和 摄取 ， 
必需 的 养分 ， 同 时 排出 有 毒 的 代谢 废物 。 生 物体 表面 与 外 界 
环境 进行 的 物质 交换 过 程 叫 质量 传递 。 只 有 向 《或 从 ) 整个 
生物 反应 器 系统 提供 《或 排除 ) 某 些 形 式 的 能 量 ， 才 能 实现 ， 
质量 传递 过 程 ， 进 而 保证 正常 的 生物 生长 与 生物 学 活动 。 例 
如 ， 灭 菌 、 控 制 生产 温度 需要 热能 ， 生 物 反应 器 内 含 物 的 搅 ， 
伴 与 混合 需要 机 械 能 ， 生 物 学 活动 产生 代谢 能 等 等 。 | 

质量 与 能 量 传递 过 程 是 所 有 发 酵 过 程 中 的 一 个 重要 组 成 ， 
部 分 。 深 入 理解 这 些 过程 对 于 优化 生物 工程 过 程 十 分 重要 。 
控制 质量 与 能 量 传递 的 原理 来 自 化 学 工程 的 实践 。 
5.7 1 质量 传递 ”一 切 生物 反应 器 过 程 的 中 心 是 需要 提供“ 
适量 养分 以 满足 生物 体 或 代谢 活动 的 需要 使 生物 生长 与 产物 
形成 达到 最 佳 状态 。 
营养 成 份 从 供应 相 〈 如 氧气 喷头 、 进 料 口 ) 到 达 生 物体 ， 
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相通 常 是 液体 〈 水 或 其 它 ) ， 有 时 也 有 气体 。 分 散 相 有 气体 
《空气 、C9Os、 甲 烷 等 ) . mK OE) 和 固体 〈 微 生物 团 、 
BRD, 国定 化 细胞 或 固体 基质 ) 。 质 量 传递 阻力 的 定位 如 

图 15 亡 示 。 


气相 浓度 


wR | 固 相 
固 液 界面 


图 15 具有 气相 、 液 相 和 固 相 的 系统 中 质量 转移 的 阻抗 


生物 工程 使 用 的 生物 多 数 是 好 气 性 的 。 因 此 ， 在 设计 生 
物 反应 天 时 氧气 的 质量 传递 往往 是 需要 考虑 的 重要 方面 。 气 
相 与 液 相 之 间 质 量 转移 的 速度 受气 体 组 分 在 液体 中 溶解 度 的 
影响 很 大 。 然 而 ， 氧 气 只 是 微 溶 于 水 ， 因 此 要 提高 反应 器 内 
生物 对 氧气 的 有 效 利用 必须 发 展 氧气 扩散 技术 。 目 前 ， 监 测 
液 相 和 和 气相 中 溶解 氧 的 方法 已 得 到 令 人 满意 地 发 展 。 这 些 方 
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法 将 另行 讨论 。Aza 或 溶解 氧 浓 度 的 测定 对 于 了 解 生 驳 工艺 
过 程 中 生物 对 氧气 的 可 用 性 很 重要 。 

空气 或 氧气 通过 气孔 输入 反应 器 系统 后 产生 气泡 ， 气 泡 
的 大 小 以 及 在 发 酵 液 中 上 升 的 速度 决定 着 氧气 的 传递 速率 。 


在 非 机 械 搅拌 系统 中 〈 如 塔 式 反应 器 中 ) ， 气 泡 直 径 的 大 小 昌 
决定 着 两 相 界面 的 表面 积 和 气泡 上 升 的 速度 。 相 反 ， 在 机 械 恒 


搅拌 式 反应 器 中 〈CSTR) ， 气 泡 大 小 取决 于 反应 器 内 总 体 


溃 流 度 和 液体 的 物理 性 质 ， 而 不 是 气孔 和 喷头 的 设计 。 液 体 


粘度 太 大 ， 对 氧气 传递 会 造成 非常 不 利 的 影 啊 


发 醇 系统 中 国 液 两 相 界 面 上 的 质量 传递 受 整个 系统 的 流 
体力 学 影响 不 太 大 。 所 有 传递 靠 分 子 扩散 进行 。 养 分 〈 包 括 


氧气 ) 向 细胞 扩散 的 速率 以 及 细胞 代谢 物 向 外 扩散 的 速率 限 


是 扩散 分 子 的 消耗 就 是 扩散 分 子 的 产生 。 
好 气 性 发 酵 可 以 看 作 是 一 种 气 / 液 两 相 质量 转 移 步 又 ， 


一 种 液 / 固 两 相 质量 转移 步骤 ， 或 者 是 一 种 化 学 或 生物 化 学 ， 


反应 步骤 。 混 合作 用 对 气 / 液 两 相 质量 转移 步 又 的 影响 比 对 
液 / 固 两 相 质量 转移 步 又 的 影响 更 大 。 


一 个 反应 器 内 的 塔 养 基 组 分 达到 完全 而 均匀 的 扩散 或 混 ， 


合 会 随 着 反应 器 体积 的 增 大 而 变 得 更 为 复杂 。 在 整个 反应 需 
容积 内 ， 扩 散 的 机 制 包括 液体 的 总 体 流动 以 及 由 机 械 搅 拌 或 


液体 应 流产 生 的 洲 涡 形成 的 夹 卷 混 合作 用 。 混 合 过 程 对 喂 料 ， 


分 批 培养 和 连续 培养 系统 中 空气 和 养料 的 加 入 特别 重要 。 
理想 的 混合 装置 应 该 使 轴 向 和 径 向 的 分 散 均 达 到 最 佳 ， 
以 保证 反应 器 的 各 个 部 分 均 有 完备 的 发 酵 组 分 《培养 基 和 生 
物体 ) 存在 。 这 一 理想 状态 很 少 能 够 达到 。 在 大 规模 发 酝 
中 ， 要 使 加 入 的 组 分 能 够 迅速 和 基本 均匀 地 扩散 ， 必 须 从 多 
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. 


制 着 生物 活动 的 速率 。 这 时 扩散 与 反应 总 是 相伴 发 生 的 , 不 ， 


| 


| 
| 


| 


: 
厅 品 入 加 入 反应 器 。 例 如 ， 以 甲醇 为 底 物 的 大 型 ICI 普 eT 
反应 器 就 有 2 600 个 独立 的 进 料 口 。 如 果 发 酵 液 是 非 牛顿 型 
并 且 粘 度 很 大 ， 则 在 反应 器 的 容积 内 总 有 某 些 部 分 的 液体 不 
能 流动 ， 也 就 不 能 充分 参加 整个 发 酵 过 程 。 当 轴 疝 扩散 接近 
零 ， 径 向 扩散 为 无 限 值 时 ， 将 出 现 所 谓 的 活塞 流 式 生 物 反应 
器 。 

发 酵 液 的 充分 混合 有 利于 提高 质量 传递 的 速率 和 提高 生 
物 学 生产 率 。 实 际 上 ， 在 大 多 数 工业 发 酵 过 程 中 ， 高 的 生产 
率 必 须 同 时 保持 低 的 加 工 成 本 才能 实现 最 大 的 经 济 效益 。 常 
规 的 CSTR 设 计 需 要 高 功率 输入 。 因 此 ， 许 多 新 反应 器 的 设 
计 都 试图 降低 比 功率 输入 并 且 使 功率 输入 与 生产 率 最 佳 化 。 
这 些 新 型 反应 器 中 ， 有 的 可 以 用 低 功率 输入 获得 大 的 界面 面 
积 〈 泡 柱 式 反应 器 等 ) ， 而 且 可 以 通过 一 个 骨 入 的 通风 管 对 
与 气体 滞留 无 关 的 流 型 进行 强 有 力 的 控制 (循环 式 反应 
器 ) 。 
3.7.2 ”能量 传递 ”在 生物 反应 器 操作 过 程 中 ， 系 统 内 产生 
的 能 量 主 要 有 四 个 来 源 。 

(1) 机 械 搅拌 能 ， 输 入 的 电能 或 搅拌 机 械 做 的 功 被 转 
化 为 液体 运动 的 动能 ， 动 能 以 各 种 形式 散发 ， 最 后 产生 热 。 

(2) 通气 放 气 能 ， 部 分 能 量 会 在 喷气 口 处 消耗 掉 并 产 
生 旋 涡 状 汕 流 ， 这 种 能 量 尽 管 大 部 分 将 代表 着 气体 穿 过 液体 
静 压 头 时 膨胀 所 做 的 功 。 

(3) 代谢 能 : 反应 器 内 的 生物 体 使 有 机 分 子 氧 化 ， 部 
分 能 量 以 热 的 形式 散发 。 

(4) BUS. WA AOR RP 含 物 温度 
高 ， 则 反应 器 内 可 能 产生 热 。 

热量 在 反应 器 中 积累 可 能 使 发 酵 液 温度 超过 生产 的 最 佳 
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温度 。 结 果 不 得 不 将 热 从 反应 器 中 排出 。 热 量 可 以 通过 固体 时 
界面 排放 到 周围 的 空气 中 或 排放 到 内 部 蛇 管 、 外 部 冷水 套 或 
外 部 换 热 器 内 的 冷却 水 中 。 生 物 反应 器 冷却 系统 的 实例 如 图 
16 所 示 。 当 反应 器 需要 在 温度 高 于 环境 温度 的 条 件 下 运行 肚 
时 ， 除 了 上 述 装置 的 发 热 外 ， 可 能 还 需要 提供 热源 才能 保持 嘲 
最 佳 温度 。 


出 水 


(a) 


进 水 


(e) 
Hic ”热量 排除 方法 | 
(a) (b)MERKKACRTRERK) ()DARRRE Cd) pe 
热 交 换 器 〈e) 壳 管 式 热 交 换 器 (示意 图 ) 


3.8 FW ys 
生物 工程 的 大 多 数 工艺 过 程 是 在 实验 室 规模 上 发 展 起 来 


82 


的 ， 这 些 工 艺 过 程 能 否 在 商业 上 获得 成 功 主要 取决 于 工艺 的 
放大 能 力 ， 其 中 包括 首先 放大 到 小 规模 的 中 间 试 验 水 平 ， 而 
后 放大 到 工业 化 生产 规模 。 工 艺 的 成 功放 大 必须 克服 物理 上 
和 经 济 上 的 种 种 障 得。 迄今， 工艺 放大 还 无 法 建立 一 种 统一 
的 设计 程序 或 简单 的 方法 。 对 于 大 多 数 具 有 商品 意义 的 产品 
i, Eee RED, DHA BEF 
养 和 各 种 不 利 环境 条 件 的 限制 下 进行 最 优化 生产 。 微 生物 培 
养 系统 通常 是 异 质 性 的 ， 工 艺 过 程 中 的 问题 主要 来 自 养 份 的 
传递 ， 其 次 来 自 产 物 的 转移 C17; Brown1982), 


图 17 ”微生物 培养 系统 的 异 质 性 


= 


通常 可 以 用 实验 室 规模 的 生物 反应 器 〈5 一 10 升 ) 鉴别 
一 些 控 制 因子 ， 但 有 的 因子 则 需要 用 中 间 试 验 规模 的 反应 器 
来 鉴别 。 由 一 种 操作 规模 转向 另 一 种 规模 时 ， 有 的 因子 将 保 
RE (210) ， 有 的 会 直接 由 于 规模 的 扩大 而 改变 ( 表 
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16) ， 有 的 可 以 由 工艺 工程 师 控 制 。 


直径 范围 仍 为 0.005 


-一 0.2mm 


(h) 


中 间 试 验 工厂 实际 上 是 一 个 大 型 的 实验 室 ， 其 目的 在 于 
考察 设备 条 件 的 可 行 性 〈 包 括 生物 反应 器 ,和 泵 , 热 交换 项、 贮 
藏 设备 、 电 力 与 管道 设施 等 ) 和 工艺 操作 的 适应 性 。 工 程 设 
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表 16 “与 放大 有 关 的 因素 
EERE TIT 
保持 不 变 的 项 目 变化 的 项 目 操作 者 控制 的 项 目 
(a) 生 物 反 应 器 的 基 生物 反应 器 体积 将 “可 以 改变 培养 基 组 分 
设计 及 管道 安排 x 的 浓度 ,也 可 以 用 较 
as “aad 中 低 等 级 的 商品 提供 这 

些 组 分 

(b) 操 作 反应 器 需要 所 需 材料 与 设备 的 “， 常 使 反应 器 上 的 总 压 
的 人 员 数 不 变 量 将 增加 力 增加 到 大 气压 以 上 
(c) 微 生物 种 与 菌株 ”培养 过 程 前 后 需要 aT > AL 
类 型 不 变 ene 的 能 量 
(d) 培 养 基 组 分 不 变 ， 加 工 一 定数 量 ania 
特有 的 养分 限制 作用 pees tt 液体 流量 与 速度 ,但 
不 变 将 减少 可 能 使 涡流 减少 
(e) 灭 菌 与 操作 的 温 工艺 操作 过 程 中 由 调节 箱 环 时 间 与 浊 合 
度 不 变 于 污染 和 其 它 过 失 “ 时间, 使 加 入 的 物料 

造成 的 损失 将 增 大 与 培养 物 保持 适当 浊 
(f) 培养 物 的 流 变 学 由 于 增加 了 加 热 与 
特性 不 变 冷却 时 间 总 的 灭 菌 

周期 将 发 生 改 变 
(g) 气泡 大 小 不 变 ， th BALLS 


3 Hy eR KR BEE BER SE SAE We ee Hal BE KZ 
气 。 每 个 中 间 试 验 都 将 有 目 已 的 特点 和 设计 要 求 。 

中 间 试 验 工 厂 的 生物 反应 器 总 容量 范围 为 100 一 10 000 
Ft o 4 Je py HP) aR LJ Ag BST I Ey A BR 用 于 
生产 的 工业 生物 反应 器 容积 范围 为 40 000 一 400 000 升 。 

由 实验 室 转向 工业 规模 将 主要 遇 到 以 下 问题 : 热量 的 排 
除 ， 氧 气 传递 与 可 用 性 ， 培 养 基 组 分 Cn BW. ABR 
物 、 酸 和 碱 等 ) 的 不 充分 扩散 。 处 理 这 些 问 题 需要 在 混合 通 
vai 监控 设施 和 严 烙 保持 无 菌 操 作 方面 给 予 高 额 投资 。 


3.9 a WAS 


未 世纪 初 以 来 ， 哺 乳 动物 细胞 、 冷 血 动 物 细胞 和 昆 忠 细 
胞 的 培养 技术 已 经 成 为 一 种 越 来 越 有 用 的 实验 室 工具 ， 其 影 
响 已 波及 从 胚胎 学 到 微生物 学 的 广泛 领域 。 早 期 的 研究 由 于 
难以 获得 适当 的 细胞 数量 而 普遍 受到 限制 ， 而 现在 已 经 能 
对 细胞 进行 大量 的 悬浮 培养 或 用 新 颖 的 微 载体 系统 对 细胞 进 
行 大 量 培养 。 工 业 上 正在 越 来 越 多 地 利用 动物 细胞 培养 技术 
村 产 高 价值 的 产品 ， 特 别 是 生产 疫苗 CAEL, 
性 腮腺 炎 、 麻 郑 、 风 疹 、 狂 犬 病 等 的 疫苗 ) . FPR. 
素 、 免 疫 试剂 《包括 胰 岛 素 ， 由 杂交 瘤 细 胞 获得 的 特异 性 单 
闹 分 子 以 及 胞 浆 素 原 和 胞 浆 素 原 活 化 剂 等 凝固 因子 )。 虽 然 不 
扩 ， 许 多 这 样 的 蛋白 质 类 物质 可 以 通过 将 所 需 基因 克隆 到 简 
章 的 微生物 细胞 ， 如 大 肠 杆 菌 细胞 中 而 获得 ， 但 仍 有 很 多 蛋 
白质 类 物质 由 于 非常 复杂 而 难以 利用 这 一 途径 。 因 此 ， 对 于 
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传统 发 酵 过 程 的 细胞 大 量 培养 技术 来 提供 。 动物 细胞 大 量 培 
养 遇 到 的 主要 问题 ， 包 括 细胞 对 水 源 不 纯 非 常 敏感 ， 培 养 基 | 
成 本 与 质量 难以 控制 和 需要 防止 生长 较 快 的 微生物 所 造成 的 
污染 等 。 了 由 于 细胞 融合 (形成 杂交 瘤 ) :染色 体 转移 和 工程 
质粒 感染 〈 第 二 章 ) 等 技术 的 应 用 ， 动 物 细胞 培养 技术 获得 
了 较 大 的 进步 和 改观 。 
3.9.1 细胞 系 由 动物 提供 并 在 人 工 培 养 基 上 诱导 增殖 的 
细胞 叫 离 体 培养 物 。 离 体 培养 物 有 初级 培养 物 。: 钦 级 培养 物 | 
或 细胞 系 。 初 级 细胞 培养 物 是 直接 从 原来 那个 生物 的 某 种 器 
官 或 组 织 取得 或 由 血液 提供 的 细胞 ， 它 不 论 在 形态 和 功能 上 
都 属于 非 同一 型 的 细胞 群体 。 通 过 用 膜 蛋白酶 反复 处 理 组 织 
碎片 可 获得 游离 的 细胞 悬 液 ， 这 些 细胞 也 可 附着 在 玻璃 、 肯 ” 
胶原 和 金属 等 的 表面 成 为 单 层 培养 物 。 初 级 细胞 经 过 离 体 处 ， 
理 后 成 为 次 级 细胞 。 次 级 细胞 的 生长 一 般 是 有 限 的 ; 最 终 将 
停止 生长 。 但 有 的 细胞 将 继续 生长 并 成 为 传代 细胞 系 ， 这 种 ， 
细胞 系 具 有 在 离 体 条 件 下 无 限 繁 衍 的 能 力 。 细 胞 系 必 须 玫 明 
在 初始 分 离 后 能 够 繁殖 70 次 以 上 方 可 称 为 传代 的 。 细 胸 系 有 ， 
的 来 自 癌 细 胞 ， 有 的 则 来 自 正 常 细胞 。 现 在 ， 已 经 在 世界 范 ， 
围 内 建立 起 广泛 的 培养 细胞 系 ， 值 得 一 提 的 是 美国 类 型 培养 
物 收 藏 中 心 (American Type Culture Collection) 搜集 ， 
了 500 多 种 细胞 株 。 | 
3.9.2 培养 基 Jee fv He SOR A 
培养 基 应 包括 四 种 基本 组 份 , 基本 培养 基 。 血清 RITA” 
缓冲 系统 。 每 种 组 份 在 最 后 的 配方 中 均 有 特定 的 功用 。 各 组 时 
份 的 相对 用 量 必须 家 据 前 人 的 研究 和 本 试验 的 特殊 要 求 确 是 
定 。 培 养 基 可 以 在 实验 室 自行 配制 ， 也 可 以 在 市 场 购买 其 液 时 
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培养 的 一 个 重要 特点 是 水 源 的 纯度 问题 。 用 来 配制 培养 基 的 
水 中 常 能 见 到 细胞 生长 的 抑制 因子 。 一 般 来 说 ， 经 过 反 渗 透 
纯化 的 水 是 制备 培养 基 的 最 合适 水 源 。 重 建 培养 基 的 灭 菌 最 
好 采用 膜 滤 法 。 血 清早 已 成 为 培养 基 设 计 中 的 基本 组 份 。 但 
是 ， 由 于 每 批 血 清 维持 细胞 生长 的 能 力 不 尽 相同 ， 因 此 最 常 
用 的 办 法 是 将 几 批 血清 混合 起 来 ， 重 新 分 装 和 贮 在。 血清 还 
可 能 供应 不 足 。 血 清 在 细胞 完全 培养 基 中 的 确切 作用 还 不 十 
分 清楚 ， 但 一 般 认 为 起 码 有 四 个 作用 。 这 些 作 用 是 〈a) 为 
低 分 子 量 的 养 份 提 供 载体 〈b) 为 培养 的 细胞 提 供 必需 的 
WE USA); (c) 防止 搅动 时 造成 的 机 械 损伤 ， 〈d) 
促进 锚地 依赖 性 细胞 与 表面 粘 结 。 血 清 因 动 物 而 异 ， 不 同年 
龄 、 性 别 和 不 同 营养 状况 的 动物 提供 的 血清 也 不 相同 。 

由 于 存在 以 上 问题 ， 现 已 研制 出 无 血清 培养 基 和 使 用 价 
格 较 低 并 且 较 容易 获得 的 血清 类 型 配制 的 培养 基 。 现 在 有 一 
些 化 学 性 能 上 较 清 楚 的 培养 基 可 产生 较 好 的 生长 繁殖 效果 ， 
但 大 多 数 培养 基 仍 需要 加 入 昂贵 的 生长 因子 或 激素 。 其 它 添 
MY 〈 包 括 抗生素 ) 全 部 都 要 采用 无 菌 操作 技术 加 入 。 缓 冲 
系统 通常 是 由 维持 培养 基 pH 值 和 渗透 压 的 无 机 盐 人 工 混合 
而 成 。 动 物 细胞 在 组 织 培养 的 全 营养 培养 基 上 生长 时 通常 以 
7.2 一 7.7 的 pH 缓冲 值 范围 最 适宜 。 

各 级 培养 的 微生物 污染 问题 是 动物 细胞 培养 的 常 存 公 
害 。 动 物 细胞 培养 使 用 的 丰富 培养 基 对 大 多 数 常见 的 污染 微 
生物 都 非常 适合 。 空 气 幕 无 菌 操 作 室 为 多 方面 的 培养 物 处 理 
提供 了 特殊 的 防护 。 较 大 规模 的 培养 工作 必须 严格 遵守 无 菌 
操作 规程 。 

3.9.3 细胞 培养 系统 “虽然 动物 细胞 的 大 量 培养 比 微 生物 
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seat) AISI LAs BERT, AP LIPAOEA EAE 
Aste HGRA BED RAE SA AE. DM AAC 
认养 中 使 用 的 培养 系统 主要 有 两 种 类 型 一 单 层 堵 养 和 惹 泽 
sexe C18) 。 单 层 增 养 系统 要 求 有 可 供 细胞 生长 的 固体 承 
Rij, KEM ERT CAO DRL. Hs BIH 
LAGLAU AMTRAK TVs 其 方式 与 大 多 
效 微生物 系统 相似 。 悬 浮 培 养 系统 的 放大 不 大 成 问题; 因 

此 ， 和 更 有 利于 大 规模 商业 化 生产 的 利用 。 q 


细胞 类 型 


多 层 盘 
(200 dm3) 


简化 法 
(x 8dm?) { 人 精密 法 


图 18 FAP abby satis SMAPS | 
历史 上 ， 病 毒 疫苗 的 开发 与 利用 导致 子 医 学 和 生物 于 程 和 
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的 巨大 成 就 。 最 老 的 疫苗 ， 如 天 花 、 黄 热 病 和 狂犬 病 的 疫苗 
曾 在 动物 上 繁殖 ， 后 来 发 现 受 精 的 鸡蛋 可 作为 几 种 病毒 的 优 
良 基质 。 随 着 动物 和 人 类 细胞 单 层 组 织 培 养 技 术 的 发 展 ， 疫 
苗 的 生产 发 生 了 戏 局 性 的 变化 。 许 多 不 同 的 病毒 可 以 用 这 种 
方法 在 严格 控制 的 条 件 下 生产 疫苗 ， 如 兰 散 灰质 炎 疫 苗 。 近 
年 来 ， 重 组 DNA 技 术 已 经 能 够 使 特定 的 病 毒 结 构 组 份 在 细 
茵 中 进行 合成 ， 而 单 克隆 抗体 技术 现 已 能 够 将 抗原 的 决定 佬 
限制 在 病毒 粒子 的 表面 ， 这 些 粒 子 主要 负责 诱导 对 疾病 的 锡 
疫 性 。 
5.9.4 单 层 培 养 或 锚地 依赖 性 培养 ”大 多 数 动物 和 人 类 细 
胞 的 培养 要 求 有 能 供 细 胞 固定 的 表面 存在 。 这 种 锚地 依赖 性 
细胞 的 连续 生长 取决 于 可 用 的 表面 。 当 这 一 表面 被 单 层 细胞 
覆盖 或 挤 满 后 ， 细 胞 将 停止 生长 。 这 种 现象 叫 接触 抑制 或 密 
度 抑 制 ， 它 是 这 类 细胞 大 规模 操作 时 的 最 严重 障碍 。 大 多 数 
RAED LEH HAI, BGPP eM. Fea 
激素 的 那 坚 细胞 类 型 都 表现 有 这 种 形式 的 生长 。 

已 经 有 人 浊 到 过 很 多 适合 锚地 依赖 性 细胞 培养 的 方法 ， 
其 中 包括 各 种 类 型 的 旋转 瓶 系 统 、 板 式 和 填充 床 式 反应 器 和 
几 种 空心 纤维 表面 类 型 〈 图 19) 。 这 些 技术 大 多 数 需要 定期 
给 细胞 补充 新 鲜 培养 基 , 并 且 要 力争 保证 pH 和 CO， 等 参数 的 
一 致 性 。 细 胞 生长 与 产品 产量 比 理 论 预 期 值 少 ， 并 且 整 个 系 
狐 由 于 表面 与 容积 比值 的 要 求 而 难于 放大 。 

现在 ， 以 上 缺点 大 多 数 可 以 通过 将 锚地 依赖 性 细胞 培养 
在 可 通过 缓和 搅拌 而 悬浮 的 各 类 小 颗粒 〈 微 载体 系统 》 上 的 
方法 来 克服 。 这 种 方法 可 以 使 细胞 在 更 均 质 的 培养 系统 内 生 
疾 ， 并 且 具 有 较 大 的 控制 和 放大 潜力 。 每 立方 厘米 体积 内 微 
载体 的 数目 可 为 5000 一 25000, 从 而 为 细胞 繁殖 提供 了 巨大 的 
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ARI AA/ 由 ‘lo 


SNV “50 | SHGARMRE | oe 


SV = 17 
区 六 式 全 庆 器 法 ”人造 毛细 管 法 ， paricmitth 
SW = 10.0 SNV = 122(20gf) 
= 153(25 gf) 
© ae SUR 
SN = 1.2 
Jensen IL 410 型 : Soe AE RIE 


SN = 9.4 


图 19 用 于 培养 锚地 依赖 型 细胞 的 各 种 方法 的 面积 

与 体积 比 〈cm- 1) 
(a) HH (b) 外 设 式 半 兹 管 《尺寸 被 亏 大 ) “《〈c) 内 设 式 兹 管 Cd) 
Pik RAH (ec) 壳 管 式 热 交 换 器 〈 示 意图 ) “ 司 


表面 积 ， 并 且 频 粒 大 小 易 保 持 悬 浮 。 早 期 是 用 火焰 胶 覆 盖 的 
DEAE-Sephader A50 (Pharmacia) 颗粒 作 微 载体 ， 但 ， 
现在 用 血清 覆盖 的 颗粒 和 经 过 热处理 的 胎 牛 租 清 覆盖 的 颗 
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作 微 载体 ， 其 它 载体 还 有 经 过 处 理 的 聚 苯 乙 烯 和 聚 丙烯 或 二 
乙 氨 乙 基 被 取代 的 纤维 素 纤维 。 用 这 些微 朝 体 系统 可 获得 很 
高 的 表面 积 和 体积 比值 。 例 如 ，1 毫 克 Cytodex 微 载体 颗粒 
在 每 cms 的 培养 液 中 可 产生 5cm?/cms 的 表面 积 ， 这 样 大 的 
面积 反 过 来 可 以 支持 750 一 10 000 x 10s 个 细胞 /cms 的 生长 。 
颗粒 浓度 可 增加 到 5 一 7mg/cms 而 不 出 现 毒 性 效应 。 

一 般 的 生物 反应 器 方法 可 用 于 微 载体 培养 ， 但 最 好 使 用 

低速 搅拌 以 避 免 剪 切 效应 和 使 细胞 脱落 ， 但 对 圆 底 反应 器 
来 说 最 好 要 避免 旨 体 的 沉积 。 这 些 培 养 系 统 有 利于 更 换 培 养 
基 和 清洗 细胞 培养 物 。 使 用 特殊 的 可 将 载体 保留 在 液体 中 并 
且 多 许 培养 基 作 连续 改变 的 附加 过 滤器 装置 可 以 使 连续 操作 
成 为 可 能 。pH 值 可 以 通过 增加 混合 气体 中 CO， 的 浓度 或 加 入 
NaHCO。 和 NaOH 的 方式 加 以 控制 。 使 0, 进入 生物 反应 器 是 
困难 的 ， 并 且 很 少 采用 液 内 唉 气 ， 因 为 这 样 易 产 生 泡 沫 问 
题 。 因 此 ， 采 用 了 使 9，, 或 空气 吹 过 培养 物 表面 的 方法 来 获 
得 缓慢 的 氧气 交换 。 细 胞 可 用 胰 蛋 白 酶 处 理 或 用 物理 操作 方 
法 从 微 载体 上 取 下 来 。 
5.9.5 细胞 悬浮 培养 ”悬浮 培养 方法 已 经 在 几 种 类 型 的 细 
胞 《包括 人 细胞 ) 中 得 到 应 用 。 这 一 方法 的 明显 优点 是 培养 
体积 大 和 成 本 低 。 由 于 细胞 处 于 较 均 匀 一 致 的 培养 基 中 ， 因 
此 可 获得 稳定 状态 ， 并 且 放 大 要 容易 得 多 。 

人 类 转化 细胞 有 很 多 特性 与 癌 细 胞 相似 ， 它 可 以 在 悬浮 
培养 基 上 较 好 地 生长 。 由 于 一 些 可 转移 的 有 害 因 子 可 能 被 转 
移 到 产品 中 ， 人 们 对 利用 转化 细胞 生产 药物 产品 玫 示 担心 。 
要 排除 这 种 可 能 ， 必 须 使 产品 的 纯化 过 程 严守 高 标准 。 轩 化 
细胞 “〈 如 类 淋巴 母 细胞 ) 正在 被 用 于 大 量 生产 人 类 于 扰 素 。 

巧 浮 培 养 的 基本 发 酵 技 术 与 前 面 讲 过 的 微生物 培养 技术 
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原理 上 基本 相同 。 干 扰 素 生产 利用 磁力 搅 FE 的 不 锈 FAME 
行 ， 饶 的 容量 达 4000 升 。 4 

Ke HEY EPP I IE HD SGA LTD BE wD A HR BE A 
障碍 。 为 了 使 气泡 最 大 程度 地 分 散 而 进行 高 强度 发 泡 ” 可 能 
引起 细胞 的 物理 损伤 。 对 于 特别 脆弱 的 细胞 系统 目前 采用 了 
纯 氧 扩散 技术 。 

细胞 大 量 培养 技术 正在 迅速 发 展 ， 但 在 它 能 够 与 得 到 充 
FERSAEB ER ERE Sr 
EM 


3.10 植物 细胞 的 培养 


园艺 学 上 早已 利用 植物 器 官 《 如 枝条 、 叶 片 等 )》 的 无 性 ， 
繁殖 对 多 种 植物 进行 选择 和 快速 繁殖 。 后 来 发 现 ， 杆 物 根 
aR, Je) En Be DY 2ENTGS 
长 。 通 过 精心 选择 培养 基 和 其 它 环境 因子 ， 可 使 许多 种 植物 
分 化 和 产生 完整 的 植株 。 整 个 周期 分 四 步 进 稠 GD 定植 
培养 (2) 器 官 发 生 ， (3) 幼苗 长 大 ; (人 ERE 植 。 六 
种 类 型 的 组 织 培 养 在 商业 上 主要 用 于 快速 繁殖 用 作 秋 苗 或 销 
售 的 植物 。 

园艺 学 家 可 在 较 短 时 期 内 用 单个 亲本 通过 无 性 繁殖 产 旬 
大 量 相同 的 植株 ， 这 体现 了 许多 植物 组 织 的 再 生 能 方 。 由 于 
这 种 方法 在 生产 上 有 很 多 优点 而 被 广泛 采用 ， 如 利用 植物 细 j 
织 的 无 性 繁殖 方式 可 以 终年 连续 生产 ， 可 快速 繁殖 常规 到 得 
方法 培育 的 新 品种 ， 可 通过 茎 尖 培 养生 产 无 病毒 种 昔 并 可 利 
用 单 倍 体 植株 进行 遗传 改良 。 此 外 ， 这 项 技术 对 于 大 量 生 商 
通过 原生 质 体 融 合 和 重组 DNA 技 术 获 得 的 经 过 遗传 修饰 说 
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细胞 也 很 有 价值 。 组 织 培养 还 可 用 于 特定 种 质 的 长 期 保存 、 
提供 稳定 的 遗传 材料 和 减少 贮存 空间 及 费用 。 

植物 细胞 还 可 以 通过 不 同方 式 培 养 ， 产 生 各 种 有 价值 的 
药品 、 桨 料 和 香料 (这 些 物 质 通常 只 能 由 完整 的 植株 产生 )。 
关 约 25 锡 的 临床 药物 和 许多 有 用 的 上 等 化 学 品 仍然 是 由 植物 
产生 的 。 植 物 细胞 的 培养 可 采用 与 传统 的 微生物 发 酵 方 法 相 
类 似 的 方法 进行 ， 因 此 为 生产 那些 低 容量 高 价值 的 产品 提供 
了 合适 的 手段 。 目 前 利用 植物 组 织 培养 生产 的 产 eK 
醇 、 强 心 苷 、 抗 瘤 生物 碱 、 可 待 因 和 3，4- 二 郑 基 葵 丙 氨 酸 
等 。 此 外 ， 这 类 生物 工程 方法 作为 将 来 抗生素 、 杀 虫 剂 、 食 
物 香 料 和 着 色 剂 的 主要 来 源 是 非常 有 希望 的 。 但 是 ， 用 这 种 
方法 生产 某 种 化 学 品 必须 首先 考虑 两 个 问题 : 〈1) BBA 
AAT; (2) 能 否 克 服 传统 生产 中 存在 的 问题 。 

植物 细胞 培养 在 生物 工程 中 的 应 用 将 需要 建立 细胞 的 大 
量 培养 技术 。 许 多 植物 现 已 能 够 常规 地 产生 愈 伤 组 织 和 在 适 
当 的 培养 基 上 保存 〈 细 胞 在 培养 基 上 以 无 组 织 的 细胞 团 状 态 
生长 ， 并 且 这 种 细胞 团 主 要 由 未 分 化 的 细胞 组 成 ) 。 进 行 液 
体 悬 浮 培养 的 植物 细胞 以 单 细胞 和 细胞 团 相 混合 的 形式 生 
长 。 培 养 物 的 均匀 一 致 性 是 在 植物 细胞 培养 中 人 们 孜 孜 以 求 
的 目标 。 用 机 械 、 化 学 或 酶 的 方法 可 以 破坏 细胞 团 获得 分 散 
良好 的 培养 物 。 植 物 细胞 不 是 锚地 依赖 性 细胞 。 

早期 的 植物 细胞 研究 必须 在 用 可 子 乳 和 其 它 不 确定 的 生 
站 调节 剂 配制 的 复合 培养 基 上 进行 ， 而 现在 限定 培养 基 已 被 
六 泛 使 用 。 限 定 培养 基 一 般 含有 无 机 盐 , 矶 源 或 能 源 ( 一 般 为 
HARE) 以 及 特定 维生素 和 生长 调节 剂 〈 如 呵 唆 乙 
酸 。2，4 全 了 D 或 细胞 分 裂 素 ) 。 培 养 基 的 具体 配 制 与 培养 的 
允 胞 类 型 和 生产 的 产品 类 型 有 关 。 与 培养 哺乳 动物 细胞 的 培 
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由 使 用 的 方法 与 微生物 相 比 , 植物 细胞 的 培养 更 复杂 “〈 因 疯 

肖 物 细胞 生长 四 慢 ， 且 有 发 展 成 小 的 组 织 团 卖 的 趋势 ) ;全 


在 培养 的 主要 特点 上 “〈 如 蜡 养性 质 、 质 量 传递 。 剪 切 力 以 蔬 


发 醇 过 程控 制 等 ) 与 本 章 前 部 分 讨论 过 的 微 生 牺 过 程 十 分 相 
似 。 

在 大 多 数 细胞 培养 过 程 中 ， 细 胞 加 倍 时 间 一 般 为 20~46 
小 时 《而 细菌 加 倍 时 间 为 30 分 钟 左 右 )。 加 伴 时 间 的 长 短 与 
植物 细胞 的 大 小 有 关 。 培 养 的 一 般 植物 细胞 的 大 小 可 达 细 著 
细胞 的 200 000 倍 ， 植 物 细胞 培养 的 生长 周期 可 包括 延缓 2) 
Fp ELA PA AAI, IAAI 
细胞 体积 大 并 且 很 脆弱 ， 因 此 给 混合 、 通 气 与 质量 传递 带 来 
了 很 大 的 困难 。 植 物 细胞 培养 时 考虑 过 采用 各 种 混合 系统 ,3 
如 扁平 浆 片 的 涡轮 机 、 螺 旋 桨 和 起 泡 柱 。 由 于 植物 细胞 有 较 
强 的 抗 张强 度 和 较 低 的 耐 剪 切 能 力 ， 气 升 式 反应 器 比 涡轮 相 
搅拌 器 更 为 适用 。 气 升 式 反 应 器 还 具有 成 本 较 低 ， 多 造 简单 
和 容易 消毒 的 优点 。 

商业 上 利用 植物 细胞 大 量 培养 的 主要 领域 是 生产 特定 的 
植物 产品 。 这 些 产 品 通常 由 植物 产生 、 有 复杂 的 结构 和 立体 
化 学 、 存 在 的 量 很 有 限 ， 并 且 合 成 这 类 化 合 物 的 基因 至 今 仍 
无 法 用 微生物 进行 克隆 〈 因 为 大 多 数 植物 的 次 级 产物 是 由 
多 基因 控制 的 ) » HRB, LUST, APT Bal 
与 亲本 植株 相似 甚至 更 高 的 产物 产量 〈 如 尼 古 村 、 三 物 碱 和 
ASR) 。 有 利 可 图 的 发 酵 生产 只 能 寄 希 望 于 高 价 产 
品 《〈 才 17) 。 在 商业 上 ， 用 植物 细胞 培养 方法 生产 化 学 品 灵 
在 多 数 情 况 下 至 少 需要 20 玉 .30 年 时 间 才 可 能 共有 吸引 力 独 
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而 ， 用 植物 组 织 培养 方法 生产 的 首 批 商 品 化 合 物 
〈 一 种 染料 兼 药 品 ) 
价格 应 市 。 

表 17 一些 植物 次 级 代谢 产物 的 市 场 价格 


RT 
WERE AAW $ 4000/kgR A 


F ; 估计 霉 售 市 场 
化 合 物 Fe 批发 价 ( 吾 万 美元 ) 
长 春花 碱 / 白血病 5000 美 元 人 g 18 一 20( 美 国 ) 
长 春 新 碱 
阿 吗 碱 血液 循环 1500 美 元 /kg “5.25( 世 界 ) 
问题 
毛 地 黄 心脏 病 3000 美 元 /kg 20 一 55( 美 国 ) 
E> ERR. VAR] 100585t/kg 5 一 10( 美 国 ) 
可 待 因 镇 静 剂 650 美 元 /kg ”50( 美 国 ) 
茉莉 油 芳香 剂 300 美 元 /kg 0.5( 美 国 ) 
除虫菊 酯 BF 300 美 元 /kg  20(32 6) 
薄荷 油 调味 剂 、 30 美 元 /kg 85 一 90( 世 界 ) 
芳香 剂 


3.11 固 相 底 物 发 酝 


固体 底 物 发 酵 是 指 微生物 在 无 游离 水 或 几乎 无 游离 水 的 
固体 物质 上 生长 的 过 程 〈 表 18) 。 固 体 底 物 发 酵 的 上 限 〈 即 
游离 水 开始 出 现 以 前 ) 是 吸水 率 的 函数 ， 因 此 也 是 含水 量 的 
函数 。 反 过 来 含水 量 又 取决 于 底 物 的 类 型 。 底 物 含 水 量 为 
到 允 堪 右 时 ， 生 物 学 活动 停止 ， 随 着 含水 量 接近 这 个 数值 ， 
微生物 活动 也 随 之 变 得 缓慢 起 来 。 固 体 底 物 发 酵 与 泥浆 发 酵 
攻 即 带 有 高 浓度 不 溶解 固体 的 液体 ) 和 液体 培养 基 中 进行 的 
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F218 mA EAS | 


x “ 例 = i 有 关 微 生物 
oko & ae, eB Th RS 7 
“ coal nae 3 (Agaricus bisporus) 


(Lentinus edodes) 


(Volvariella volvaceae) 


RAAB ih W\ZAKAE A as 

: (Aspergillus oryzae) 
pis AE #27E( Rhizopus sp.) 
MeERSREEAz {6 7E Be SA OF 食 链 孢 霉 
HH (Neurospora sitoPhila) 
乳 栈 EFL 地 于 酷 青 酶 

(Penicillium roquefortii) 

Raw 低级 矿 硫 杆 菌 (Thiobacillus sP.) 
有 机 酸 HE. #2 = i (A. niger) 
in LRG 2 th (A. niger) 
32 4G 混合 有 机 物 真菌 、 细 细菌 、 放 线 菌 
污水 处 理 ， 污水 组 分 细菌 、 真菌、 原生 动物 


固体 底 物 发 酵 都 不 同 。 固 体 底 物 发 酵 中 使 用 得 最 多 的 底 物 是 
谷 粒 、 豆 粒 、 麦 获 、 木 质 纤维 材料 〈 如 木头 、 稻草 和 其 它 许 
多 动 、 植 物 物质 ) 。 用 于 固体 底 物 发 酵 过 程 的 化 合 物 无 一 不 
是 多 聚 体 分 子 ， 它 们 不 济 解 于 水 或 很 少 溶解 于 水 但 便宜 、 
容易 获得 ， 而 且 可 作为 浓缩 的 养料 来 源 5 由 4 

Ce Pa eT eee EB 东方 就 
CAI in T AAI RAR. MERA COT. 
HAD. HERD) HRMS tA 
PADD AS FJ) 0 PBL AR Jy Se ER Bk A I ee 
(如 柠檬 酸 ) . DPR, ERY RES. HT 
96 x 
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用 间 的 堆肥 、 青 用 、 蘑 妆 裁 塔 和 奶 栈 制造 等 方面。 将 来 ， 林 
质 纤维 的 固定 底 物 发 酵 过 程 很 可 能 成 为 生物 量 、 乙 醇 、 甲 烧 
莉 和 其 它 许 多 有 商业 价值 的 产品 生产 的 主要 工业 手段 。 大 多 数 
和 可 以 用 微 生 斩 工 程 生产 的 产品 都 能 用 固体 底 物 发 醇 方 法 产 


旺 生 。 这 种 方法 的 可 行人 性 取决 于 是 否 比 液体 发 酵 过 程 有 更 大 


经济 效益 。 


在 国体 底 物 发 醚 条件 下 生长 良好 的 微生物 类 型 主要 由 水 
“FEPEE (oy) 决定 。 底 物 的 aow 值 从 数量 上 反映 了 微生物 


活动 对 水 的 要 求 。 
, ib itarepalael 
a 55.5 


EE 式 中 ,等 于 形成 的 离子 数 ，mm 等 于 洲 质 克 分 子 浓 度 ，% 等 
FRAT CRAM, 55.58 FMAM AW THE. 
纯 水 的 aw 一 1.00。 随 着 溶质 的 增加 ，ow 值 相应 减 小 。 据 
BA, MELEE onl, TERIOR LAS 
再 适应 的 ov 值 为 0.6~ .0.7 之 间 ， 固 体 底 物 发 本 有 关 的 微生物 
| 一般 适 应 低 的 cv 值 。 

3.11.1 微生物 类 型 根据 发 醇 过 程 利用 的 微生物 类 型 地 
及 种 、 纯 种 或 混合 种 ) 可 将 固体 底 物 发 醇 分 为 很 多 不 同类 
型 


° 


=o ee OOo = 
aoe 


利用 地 方 种 进行 的 发 酵 主要 有 青贮 和 堆肥 。 青 贮 是 利用 
有 业 植物 进行 的 一 种 厌 氧 过 程 .青贮 过 程 在 25 "一 300 温度 下 
Bt, HAF BE. INAS (Lactobacillus 
bulgaricus) Ry RAG, FASB, HM HIS Ze OAM 
Mi. HTRABABH, PAWERRBREK. WT REM 
ENT ESE  O A, REE E 
Bo— 65%, Hi, HN RHE, SAO ik 性 的 细 
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菌 、 酵 母 菌 、 震 苗 到 哮 热 性 的 放 线 菌 和 真菌 都 涉 叉 芮 两 。 因 
生物 活动 而 发 热 是 堆肥 的 一 个 严重 问题 。 为 了 各 锡 微 生物 因 上 
发 热 死亡 ， 堆 肥 必 须 进 行 机 械 性 翻动 。 用 于 蘑菇 生产 的 堆肥 
是 创造 性 地 利用 木质 纤维 素材 料 最 有 效 的 方法 之 二 。 
用 真菌 纯 种 进行 的 国体 底 物 发 酵 可 用 古老 的 日 本 酒 曲 工 ， 
艺 做 很 好 的 说 明 。 日 本 酒 曲 工艺 是 用 真菌 米 曲 霉 C4szeroil 
lus oryzae) 进行 的 谷物 或 大 豆 的 发 酵 过 程 。 用 米 曲 霉 的 
纯 培 养 物 接种 到 者 过 的 底 物 上 并 使 之 在 盘 中 或 转动 的 特殊 反 ” 
应 器 中 进行 浅 层 生长 。 培 养 物 产生 淀粉 酶 可 使 底 物 中 的 多 到 
物 降解 。 日 本 酒 曲 工艺 是 其 它 类 型 发 酵 进 程 的 基础 (包括 
酶 、 有 机 酸 和 乙醇 的 商品 生产 ) 。 日 本 酒 曲 工 艺 还 在 寻找 用 
淀粉 (Raimbault/Alazerd ctf) Alot eae ates Seta 
过 程 ) 生产 生物 量 的 新 用 途 。 
某 些 固体 底 物 发 醇 过 程 ， 特 意 使 用 已 知 的 混 谷 培养 物 接 、 
种 ， 以 取得 最 佳 的 终 产 物 形成 效果 。 例 如 ， 用 解 纤维 素 毛 过 
#% (Chaetomium cellulolgticum) 和 解 脂 假 丝 酵母 〈Ca= 
ndidaliPolytica) 的 混合 物 将 稻草 转化 为 真菌 生物 量 比 只 ， 
用 其 中 任何 一 种 真菌 时 更 有 效 。 据 认为 ， 这 种 发 醇 过 程 对 于 
木质 纤维 材料 的 低 技术 转化 具有 很 大 潜力 。 | 
很 多 固体 底 物 发 酵 过 程 要 求 对 作为 底 物 的 材料 进行 预 处 
理 以 增强 养分 的 可 用 性 或 减 小 颗粒 体积 以 便 优化 发 酵 过 程 的 
物理 参数 。 多 聚 体 分子 可 能 需要 进行 部 分 水 解 才 能 供 生物 符 
长 利用 。 适 当 的 颗粒 体积 可 通过 多 种 形式 的 物理 加 工 《〈 如 球 
磨 等 ) 获得 。 预 处 理 的 成 本 必须 与 产品 价值 胡适 应 。 
此 外 ， 固 体 底 物 发 酵 过 程 的 设计 要 满足 建立 良好 的 传 
和 传 热 特 性 的 要 求 。 TLL 5 ORLA CE 
物 发 酵 过 程 的 两 个 主要 质量 传递 步骤 。 
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3.11.2 颗粒 间 质 量 传递 ”固体 底 物 发 酵 时 ， 颗 粒 大 小 决定 
洲 底 物 团 内 部 可 由 空气 占据 的 (空隙 空间 ) 的 大 小 。 
苇 多 数 发 酵 过 程 与 好 氧 微生物 有 关 ， 并 且 向 空隙 空间 转移 的 
王 的 多 少 是 有 效 控制 生长 与 产物 形成 的 重要 参数 。 氧 气 传 入 
窄 阶 空 间 与 含水 量 水 平 关系 很 大 ， 因 为 游离 水 多 时 空气 被 挤 
are SPRZS Ta). Stink, AACZESURLIA AS Ae LE OT 
通过 精心 混和 与 通气 来 实现 。 氧 气 水 平 可 以 在 底 物 团 内 部 监 
腔 ， 必 要 时 可 进行 间断 性 混和 与 通气 。 在 空隙 空间 内 还 必须 
和 避免 CO, 的 积累 。 

3.11.3 ”颗粒 内 质量 传递 ”颗粒 内 质量 传递 与 发 酵 底 物 内 养 
分 与 酶 的 传递 有 关 。 利 用 线 状 真菌 进行 固体 底 物 发 酵 时 ， 菌 
珍 不 但 在 颗粒 表面 生长 ， 还 穿 透 到 底 物 团 内 。 好 气 的 菌 丝 需 
要 氧气 的 扩散 来 支持 它们 的 继续 生长 。 氧 气 在 这 些 复 杂 固 体 
底 物 团 粒 中 扩散 的 动力 学 问题 远 未 乔 清 。 

颗粒 内 质量 传递 还 关系 到 一 些 酶 的 作用 ， 它 们 能 将 不 深 
FAK ASS RR AK AR PS EE TE EE KA 
因此 ， 这 些 水 解 酶 在 整个 降解 或 底 物 利用 过 程 中 具有 重要 作 
用 。 具 有 开阔 孔 面 结构 的 底 物 比 那 些 孔 面 较 小 的 底 物 更 容易 
被 降解 。 利 用 固体 底 物 发 酵 方法 对 纤维 素 物质 的 酶 解 作 了 广 
泛 的 研究 。 研 究 表明 纤维 素 物质 的 酶 解 依赖 于 一 种 酶 复合 
林 ， 纤 维 素 酶 的 作用 。 它 包括 三 种 类 型 的 酶 反应 : 

(1) 使 纤维 素 水 解 随 机 产生 葡萄 糖 和 纤维 二 糖 终 产 物 ， 
由 内 -B-1，4- 葡 聚 糖 酶 催化 。 

(2) 作用 于 纤维 素 多 聚 体 链 的 非 还 原 性 未 端 产生 纤维 
二 糖 ， 由 外 -B-1，4- 人 租 聚 糖 酶 催化 。 

《3) 主要 作用 于 纤维 二 糖 产 生 葡萄 糖 ， 由 纤维 二 糖 酶 
成 有 -葡萄 糖苷 酶 催化 。 


99 


3.11.4 热 传 递 ” 由 于 单位 体积 内 底 牧 浓度 高 ， 微 生物 在 直 
位 体积 内 产生 的 热 比 液体 发 酵 时 高 得 多 。 此 外 ,这 些 发 酵 人 
水 量 低 、 热 量 传递 困难 。 特 别 是 大 规模 的 撕 作 ; ARP 
问题 是 个 重要 问题 。 不 能 连续 通气 的 系 绕 通 过 增加 通气 速 亨 
或 通气 频率 可 有 利于 热量 的 排除 。 鼎 此 推论 ， 当 发 酵 温 度 态 
低 时 ， 减 少 通 气 ， 一 般 可 使 操作 温度 升 高 而 下 需要 增加 外 部 
热源 。 实 际 上 ， 代谢 热 的 广告 可 用 几 种 方式 调节 ， 包 括 调节 > 
空气 温度 和 相对 湿度 、 通 气 速度 和 搅拌 速度 。 
3.11.5 生物 反应 器 ”固体 底 物 发 酵 有 无 搅拌 发 酵 、 偶 尔 抄 
拌 的 发 酵 和 连续 抄 拌 发 酵 等 类 型 。 无 通气 的 发 酵 包括 青贮 和 
ARANDA R15 es 
型 可 进一步 细 分 为 : 

(1) 偶尔 搅拌 的 无 强制 通气 发 酵 〈 图 20) ; 

(2) 连续 慢 速 搅拌 的 无 强制 通气 发 酵 《 图 20) ; 

(3) 偶尔 搅拌 的 强制 通气 发 酵 〈 图 20) ; 

上 述 的 第 〈3) 种 类 型 代表 了 旦 本 生物 反应 aera Ee 
要 潮流 ， 并 且 现 行 系 统 可 以 为 生物 生长 与 产品 形成 所 供 民 碳 } 
的 环境 。 大 多 数 系 统 被 设计 为 分 批 式 探 作 但 也 有 有 几 穆 可 运 铭 
半 连 续 或 连续 操作 。 

液体 发 醇 的 过 程控 制 可 以 使 我 们 更 好 地 操纵 反应 器 内 指 
生物 活动 ， 并 可 通过 计算 机 控制 的 精密 反馈 环 路 的 操作 对 生 
产 过 程 给 予 更 好 地 动态 控制 。 相 反 ， 固 体 底 物 发 酵 在 这 方面 
远 远 落后 于 液体 发 酵 。 传 感 器 严重 缺乏 ,， 现 有 的 大 多 数 传 昌 
器 对 固体 底 物 发 酵 价 值 很 小 ， A ee 
组 份 或 液体 的 物理 特性 而 设计 的 。 

固体 底 式 物 发 酵 的 相对 优 侧 点 列 于 表 19。 因 体 底 物 发 本 
待 改进 的 方面 将 包括 底 物 预 处 理 、 过 程控 制 和 发 酵 抱 设计。 
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图 20， 用 于 固体 底 物 发 酵 的 生物 反应 器 系统 
ka) 捷 普 - 托 马 斯 塔 式 反应 器 〈b) 转 鼓 式 生物 反应 器 〈c) 日 本 酒 曲 生 物 反应 器 


#19 固体 底 物 发 酵 与 液体 发 酵 的 比较 ” 


优 “点 m OO 
培养 基 简 单 ,培养 基 组 分 用 发 酵 过程 主 要 限于 使 用 
麻 价 的 天 然 产物 提供 ,不 需 耐 低 含水 量 的 霉菌 进行 
村 昂贵 的 人 工 合成 组 分 
材料 含水 量 低 , 因 此 节省 反 在 大 规模 操作 中 存在 着 
应 器 空间 ,需要 处 理 的 废水 产生 代谢 热 的 问题 
少 ,微生物 污染 少 ,常常 不 需 
要 灭 菌 并 且 产 物 加 工 较 容易 
通过 简单 的 气体 扩散 或 间断 过 程 的 监测 (如 含水 量 、 
性 通气 就 可 以 满足 通气 的 需 物 量 ，O; 和 CO: 水 
要 ,不 必 连 续 通气 的 监测 难以 准确 进行 
可 以 获得 同样 高 的 产品 产量 生物 反应 器 的 设计 还 不 

够 完善 
比 搅拌 稣 生物 反应 器 耗 能 少 产品 种 类 有 限 
微生物 生长 较 慢 
本 章 提要 


生长 是 用 质量 或 细胞 数量 表示 的 细胞 物质 的 增加 。 某 种 
生物 群体 的 加 倍 时 间 是 指 生 物 量 增加 一 倍 所 需 的 时 间 ， 世 代 
时 间 指 细胞 数 增加 一 倍 所 需 的 时 间 。 已 有 一 些 数学 方程 可 用 ， 
来 描述 生物 反应 器 内 微生物 生长 的 基本 特性 。 在 分 批 培养 
中 ， 营 养 环 境 不 断 变化 ， 培 养 物 的 生理 状态 也 随 之 变化 。 相 
反 ， 在 连续 培养 中 ， 培 养 基 的 加 入 与 取出 可 以 被 控制 ， 和 群体 
特性 可 保持 稳定 状态 。 | | 

在 发 酵 技术 方面 ， 大 量 细胞 被 培养 在 特定 的 控制 条 件 下 | 
进行 生物 量 或 产物 的 合成 。 一 般 来 说 ， 发 酵 过 程 在 容器 系统 国 
即 生物 反应 器 中 进行 ， 反 应 器 的 主要 功能 是 使 产品 压 产 或 月 
务 的 成 本 最 低 。 生 产 过 程 可 以 认为 是 成 未 密 集 的 转换 过程 或 
成 本 密集 的 回收 过 程 。 生 物 反 应 器 的 运行 方式 有 苍 批 。 URE 
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分 批 和 连续 三 种 。 生 物 俱 化 剂 〈 微 生物 、 动 植物 、 细 胞 或 
BS) 可 以 以 游离 态 或 固定 化 形式 行使 功能 。 生 物 反 应 器 过 程 
的 优化 包括 以 最 少 的 原材料 和 能 量 消 耗 获得 最 多 的 产品 。 

生物 反应 器 的 设计 取决 于 生产 过 程 的 性 质 。 连 续 搅 拌 鲜 
系统 (CSTR) 使 用 最 广 ， 它 可 以 用 于 好 气 过 程 的 操作 ， 也 
可 用 于 厌 气 过 程 的 操作 。CTSR 生 物 反应 器 的 混 合 过 程 采用 
机 械 操作 的 带 有 桨 片 或 叶轮 的 中 心 轴 进 行 。 相 反 ， 塔 式 反 应 
证 不 用 机 械 搅拌 ， 内 容 物 的 混合 通过 上 升 的 气泡 进行 。 

培养 基 应 根据 生产 菌 的 营养 妥 求 、 生 产 目 的 和 操作 规模 
进行 设计 。 培 养 基 的 成 本 是 决定 发 酵 过 程 经 济 特性 的 重要 因 
素 。 大 多 数 工 业 生 产 过 程 以 廉价 的 天 然 产物 的 相当 复杂 的 混 
合 物 为 原材料 。 动 物 细胞 培养 对 培养 基 的 要 求 在 成 本 和 营养 
条 件 方面 都 更 高 。 

生物 反应 亏 的 仪表 用 于 度量 和 记录 特定 参数 并 将 所 获 信 
斩 用 于 改善 和 优化 生产 过 程 。 仪 表 检 测 可 以 在 线 或 离线 进 
行 。 生 物 反 应 需 的 操作 还 缺乏 有 效 的 在 线 传感器 。 离 线 测定 
速度 慢 并 且 不 适合 计算 机 系统 。 利 用 计算 机 控制 发 酵 过 程 在 
日 趋 增多 。 

质量 与 能 量 的 传递 是 所 有 发 醇 过 程 的 重要 组 成 部 分 。 混 
合 机 械 骨 在 创造 最 好 的 轴 向 和 径 向 扩散 ， 保 证 培养 基 组 分 在 
整个 反应 锅 内 充分 扩散 ， 从 而 提高 质量 传递 速度 和 生物 学 产 
率 。 

动物 细胞 培养 正 被 广泛 用 于 疫苗 、 王 扰 素 和 免疫 试剂 的 
商品 化 生产 。 大 量 细胞 培养 的 培养 方式 主要 有 单 层 培养 和 晤 
浮 培 养 两 种 。 单 层 培 养 需 要 固体 支撑 或 固定 ， 现 已 发 展 了 多 
各 方法。 这些 锚 地 依赖 性 细胞 现在 可 以 在 小 的 颗粒 〈 即 微 载 
| 体 ) 上 很 好 地 生长 ， 因 此 可 以 在 接近 匀 质 的 培养 物 中 生长 。 
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Lag sie Ye He ae Ii Td MR LT LO SR AE 
4 Ne, THEORIES BEA | 
spy 2 SFE ELT EAE SPD ST te Ho 
sg) 2 RO Es Yd ISL IR TT Ts SE SHR TSA th 7 
精制 化 学 品 的 生产 。 这 些 方法 主要 借鉴 于 微生物 方法 。 
固体 底 物 发 酵 指 在 没有 游离 水 或 几乎 没有 游离 水 的 固体 
材料 上 的 微生物 培养 。 这 种 发 酵 过 程 可 利用 士 生 主 长 的 微 生 
移 、 单 一 的 纯 培养 物 或 混合 的 纯 培 养 物 进行 。 颗粒 间 质 量 传 
递 与 颗粒 内 质量 扩散 是 限制 固体 底 物 发 酵 的 两 个 主要 因素 。 
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40S Babette le 


利用 微生物 〈 尤 其 是 酵母 菌 ) 生产 蝗 酒 、 低 度 酒 和 其 它 
发 酵 产品 已 有 数 千 年 的 历史 。 然 而 ， 正 式 将 酵母 细胞 内 真正 
与 发 酵 有 关 的 成 份 定 名 为 酶 还 是 1878 年 的 事 。 酶 这 个 词 来 自 
希腊 文 ， 原 痊 是 “在 酵母 中 ”的 意思 。 此 后 的 不 到 廿 年 内 ， 
有 人 从 酵母 细胞 中 提取 出 酶 ， 并 且 用 它 在 体外 将 葡萄 糖 转 化 
为 酒精 ， 从 而 证 实 了 这 些 酶 的 离 体 催化 特性 。1926 年 ， 有 人 
得 到 了 纯化 的 腺 酶 结晶 ， 从 而 最 后 证 实 酶 是 重 和 白质 。 

以 后 ， 哆 着 生物 化 学 这 门 新 学 科 的 发 展 ， 科 技工 作者 证 
实 了 酶 存在 于 所 有 生物 体内 ， 并 能 被 活 的 细胞 用 来 催化 各 种 
特定 的 化 学 反应 。 接 着 有 人 证 明 ， 酶 的 作用 有 很 强 的 特异 
性 ， 催 化 效率 高 ， 并 可 在 常温 、 常 压 和 温和 的 生理 条 件 下 ， 
以 及 在 液体 中 行使 功能 。 虽 然 醋 的 作用 位 点 ， 一 般 来 说 是 在 
活 细胞 内 部 。 但 也 有 很 多 酶 可 以 分 泌 到 细胞 外 的 环境 中 ， 它 
们 可 以 分 解 那些 无 法 进入 细胞 的 有 机 大 分 子 〈 和 蛋白 质 、 脂 肪 
和 淀粉 ) ， 这 类 酶 叫 胞 外 酶 ， 它 们 是 某 苑 微生物 正常 生长 不 
可 缺少 的 。 在 商业 上 首次 加 以 利用 的 正 是 这 种 酶 (Friest， 
1984) 。 


4.1 提取 酶 的 商业 应 用 


所 有 工业 发 酵 品 都 是 生物 体内 酶 活动 的 最 终结 果 。 是 否 
可 以 用 离 体 酶 来 代替 生物 体 进行 特定 的 发 酵 过 程 呢 ? 这 个 问 
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题 常常 有 人 提出 ， 但 真正 获得 满意 结果 的 却 很 少 。 

可 以 肯定 ， 采 用 整个 菌 体 参与 发 酵 有 以 下 不 足 : 

(a) 机 体 生长 与 产品 形成 的 最 佳 条 件 可 能 不 同 ， 

(b) 大 量 底 物 可 能 被 转化 成 生物 量 ; 

(c) 可 能 有 一 些 不 需要 的 副 反 应 发 生 ; 

Cd) 特定 产物 的 转化 速度 可 能 较 慢 ; 

Co) 从 发 酵 物 中 分 离 所 需 产 物 可 能 比较 困难 。 

因此 ， 利 用 纯化 的 离 体 酶 可 以 减免 以 上 大 部 分 《即使 不 
是 全 部 的 话 ) 不 足 。 离 体 酶 的 最 明显 的 优点 是 操作 较 方 便 、 
活性 的 可 预见 性 较 强 并 且 催 化 作用 的 特异 性 较 高 。 然 而 ， 对 
于 大 多 数 发 酵 过 程 来 说 ， 仍 将 是 按 传统 利用 完整 菌 体 来 进 
4 

虽然 已 经 从 微生物 、 植 物 和 动物 中 分 离 到 2000 多 种 酶 ， 
但 从 使 用 规模 上 来 看 可 以 被 认为 对 商业 产业 家 或 工业 用 户 
(或 服务 业 用 户 ) 有 明显 价值 的 酶 还 不 到 20 种 。 目 前 ， 商 业 
产业 家 生产 量 最 大 的 酶 都 是 些 较 简 单 的 酶 ， 这 些 酶 主要 以 粗 
制 酶 形式 用 于 食品 工业 和 有 关 工 业 以 及 制造 洗涤 剂 ( 图 21)。 
这 些 酶 中 绝 大 多 数 是 水 解 酶 ， 如 淀粉 酶 、 纤 维 素 酶 、 果 胶 
酶 、 蛋 白质 酶 等 。 它 们 主要 在 面包 、 牛 奶 、 酿 造 和 果汁 工业 
中 用 作 添 加 剂 或 用 作 加 工 过 程 的 辅助 剂 。 在 大 量 生产 粗 制 酶 
的 同时 ， 某 些 高 度 纯化 的 酶 的 市 场 正 在 迅速 扩大 《如 和 葡萄糖 
异 构 酶 和 葡萄 糖 氧 化 酶 ) 。 这 些 酶 以 及 许多 其 它 酶 正在 越 来 
越 多 地 用 于 医药 工业 、 治 疗 学 以 及 临床 与 化 学 分 析 。 


4.2 酶 的 来 源 


商业 用 酶 来 自动 植物 组 织 和 某 些微 生物 。 待 统 上 由 灶 有 
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RENRAZ AM OEE. TLRS AMAEYEA 
酶 ) 、 淀 粉 酶 、 脂 氧 合 酶 和 其 它 专 化 酶 。 由 动物 组 织 提 供 的 
酶 主要 有 胰 和 蛋白酶、 脂肪 酶 和 用 于 奶 酷 制 造 的 凝 乳 酶 。 无 论 
是 从 动物 还 是 植物 来 源 的 酶 ， 供应 上 都 可 能 存在 许多 问题 。 
WW Ss AEA IL. HEPA ALIN RK 高 的 问 
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题 ， 而 来 自 肉 品 工业 副 产 物 的 酶 则 存在 着 来 源 有 限 和 与 其 它 
pide 。 现 在 很 明显 ， 许 多 这 种 传统 酶 源 已 经 不 适 

“4 AER OBER 为 了 广 辟 新 老 酶 源 ， 大 们 正在 越 来 
aaa RDF HAD 

Sele eo EMG FOE GAL OO FE MA. ATG 
别 交欢 使 用 长 期 以 来 在 食品 和 饮料 工业 上 用 作 生 产 菌 的 微 生 
物 。 厂 家 使 用 未 经 检验 的 微生物 生产 产品 ， 必 须 获 得 法 律 机 
关 的 许可 ， 这 一 过 程 是 特别 花 钱 的 ， 因 为 获准 之 前 必须 进行 
产品 毒性 与 安全 性 的 估价 。 由 于 这 个 原因 ， 有 目前 的 大 多 数 工 
业 微生物 酶 的 生产 都 局 限于 使 用 仅 有 的 11 种 真菌、8 种 细 画 
和 4 种 酵母 菌 。 厂 家 开发 新 酶 品种 实际 上 也 离 不 开 这 些微 生 
物 ( 表 20)。 要 利用 更 多 的 微生物 发 展 酶 的 生 7 必须 寻求 揭 轩 
经 济 可 靠 的 安全 试验 方法 。 

NEE RILIE DLR, EIR MONA 
nea mora | hah a 
PREGA FWA PF. A, EP RARE DAMA 
最 终 的 商品 生产 过 程 相 衔接 。 


4.3 酶 的 生产 


生物 体 选 出 后 ， 必 须 在 能 使 酶 产量 达到 最 高 的 条 件 下 生 
长 。 与 胞 内 酶 相 比 ， 胞 外 酶 有 一 些 特别 的 优点 ， 因 为 它们 的 
生产 不 需要 采用 昂贵 的 细胞 “破裂 ”技术 ;此 外 ， 胞 外 酶 以 
相当 纯 的 形式 存在 于 培养 液 中 ， 不 需要 复杂 的 分 离 和 纯化 处 
处 理 ， 而 胞 内 酶 则 相反 COL Le) 。 目 前 ， 工 业 微 生物 酶 
主要 是 胞 外 酶 ， 但 胞 内 酶 作为 诊断 酶 正在 医学 和 工业 上 发 挥 
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越 来 越 重 要 的 作用 。 

被 选用 于 酶 生产 的 征 生 物 应 该 具有 稳定 的 生产 竹 能 和 繁 
殖 能 力 ， 能 够 在 便宜 的 底 物 上 生长 良好 ， 不 产生 有 毒物 质 并 
且 无 抗 生 活动 。 

目前 的 工业 酶 生产 主要 采用 深 色 发 酵 和 固体 发 莅 方法 。 

由 于 微生物 酶 通常 是 低 容量 产品 ， 在 经 济 上 还 难以 评价 
如 何 开发 用 于 深层 培养 生产 的 特殊 发 酵 设 备 。 二 般 说 来 ， 生 
产 酶 制品 的 设备 与 生产 抗生素 的 设备 在 设计 和 功能 上 基本 相 
似 。 典 型 的 产 酶 生物 反应 器 由 不 锈 钢 制 成 ， 带 有 高 功率 机 械 
搅拌 器 和 空气 喷头 ， 容 量 为 10 一 50 米 ?。 这 种 反 应 -器 具有 较 
大 的 变通 性 ， 通 过 简单 的 变换 即 可 生产 其 它 产品 。 玫 21 列 出 
了 工业 上 用 于 栈 生 产 的 部 分 工业 生物 反应 器 。 具 体 细节 可 参 
阅 第 三 章 。 

“ 胞 外 酶 生产 一 般 采 用 分 批发 酵 法 ， 整 个 过 程 持续 30 一 50 
小 时 。 当 发 酵 过 程 进行 到 产 率 最 高 和 酶 活力 最 强 之 间 这 段 时 
间 时 终止 发 本 最 合适 。 终 止 发 村 的 最 佳 时 间 取 决 于 原材料 成 
本 、 工 厂 能 力 和 产品 回收 的 容易 程度 。 


#21 用 于 酶 生产 的 工业 生物 反应 器 的 例子 


Bi 反应 器 体积 ( 米 :) 公司 名 


葡萄 糖 氧 化 梅 220 J.&E.Sturge 
a-fe is 80 Novo Industri 
Wit 5 FG 80 Novo Industri | 
KAR RS 75 Novo Industri 
HERKEKE is 30 Beecham 医 药 公司 
BS WY tC BS 3 一 5 4 

Spe pe as 
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虽然 连续 培养 技术 可 用 于 实验 室 规 模 的 酶 生产 ， 但 还 没 
有 迹象 表明 这 种 连续 培养 技术 可 被 任何 商业 厂家 所 采用 。 分 
批 法 经 常 可 以 扩展 ， 而 酶 的 生产 又 可 通过 连续 或 分 批 多 次 加 
入 碳水 化 合 物 GEA) 的 方法 加 以 改进 。 

虽然 还 没有 建立 酶 合成 的 一 般 动 力学 模式 ， 但 研究 某 些 
了 畴 的 调控 是 可 能 的 。 商 业 上 重要 的 酶 中 ， 只 有 很 少 几 种 酶 是 
在 生产 菌 的 指数 生长 期 产生 的 ， 大 多 数 酶 都 是 在 后 指数 生长 
期 产生 .有 用 酶 蛋白 的 产量 一 般 为 培养 基 起 始 于 重 的 1 一 5 狗 ， 
典型 酶 发 酵 的 细胞 产量 为 培养 基 起 始 于 重 的 2 一 10 匈 。 

怎样 才能 对 生物 反应 器 中 酶 的 生产 过 程 进 行 调 节 使 之 符 
合生 产 者 的 要 求 呢 。 就 特定 酶 的 生产 来 说 ， 任 何 已 知 的 限制 
因 于 都 有 一 些 苑 服 的 方法 。 原 则 上 可 从 两 个 方面 着 手 ; 一 是 
改造 菌 体 的 遗传 结构 ， 二 是 改变 菌 体 生长 的 环境 。 通 常 最 好 
的 结果 要 同时 从 这 两 个 方面 着 手 获得 。 

微生物 的 遗传 操作 方法 已 经 在 第 二 章 中 进行 了 讨论 ， 其 
PIS ESS) 比较 成 熟 的 方法 已 经 在 酶 的 调控 研究 
中 找到 了 用 途 。 目 前 ， 工 业 上 用 得 最 多 的 方法 仍然 是 突变 育 
种 法 ， 但 将 来 重组 DNA 技 术 的 应 用 会 越 来 越 广 ,在 食品 工业 
以 外 的 其 它 领 域 尤其 如 此 。 

由 于 生物 体内 的 代谢 调节 机 制 ， 酶 的 生产 过 程 中 可 能 
现 酶 合成 的 抑制 作用 。 操 作 人 员 可 以 通过 选择 适当 的 培养 基 
组 分 或 各 种 培养 参数 ， 操 纵 生 产 菌 的 生长 环境 来 避免 抑制 作 
用 的 产生 。 驶 诱导 酶 来 说 ， 在 培养 基 中 加 入 诱导 物 可 以 非常 
有 效 地 诱发 它们 产生 。 目 前 使 用 最 广 的 诱导 物 是 不 参与 代谢 
KIRBY» 

降解 酶 的 合成 通常 受 诱导 作用 和 产物 阻 歇 作用 控制 ， 而 
具有 合成 作用 的 酶 则 主要 受 反馈 调节 控制 。 反 馈 调 节 包 括 反 
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be CRY) VAAL EI GEWLElanderqjDemain — 
1981) 。 

终 产 物 对 酶 合成 的 阻 过 可 用 以 下 的 任何 二 种 或 多 种 方法 
避免 ， 

(a) 在 培养 基 中 加 入 抑制 剂 ， 限 制 终 产 物 的 积累 ; 

(Cb) 确保 提供 的 培养 基 中 无 终 产 物 ; 

Co) 选 育 不 受 终 产 物 抑 制 的 调控 突变 型 〈 组 成 性 突变 
型 ) ; 
工业 上 许多 重要 酶 的 生产 都 存在 着 产物 阻 过 现象 GE 
22) 。 产 物 阻 遏 在 实践 中 可 以 通过 以 下 途径 避免 ， 

#22 SBE DREGE 


梅 微生物 ERR 
aye 8) BS re SRT 果糖 
纤维 素 栈 EAS 糖 、 
淀粉 纤维 二 糖 
Ea 巨大 芽孢 杆菌 Bw 
淀粉 转 葡萄 糖  ReAWARs uM, SEB 
76 甘油 
转化 梅 粗糙 链 孢 菌 HES. BHR 
果糖 


(a) 选 育 抗 产物 阻 遏 作用 的 突变 型 ; 
Cb) 避免 在 培养 基 中 使 用 有 阻 过 作用 的 碳 源 ; 
Cc) 通过 缓慢 加 入 阻 遏 性 底 物 等 方法 ， 限 制 菌 体 生 长 
或 利用 可 以 缓慢 代谢 的 底 物 类 似 物 (或 衍生 物 ) 消除 酶 合成 
HO BEE EF | 
工业 上 生产 的 许多 重要 的 次 生 代谢 产物 一 般 只 在 分 化 其 
形成 ， 即 快速 生长 的 起 始 期 CARD JM. K—-MRE 
112 % 


在 青霉素 生产 中 首先 报道 的 。 后 来 发 现 许 多 其 它 产 品 的 生产 
过 程 也 是 如 此 。 究 竟 是 什么 因子 导致 次 生 代 谢 产物 开始 形成 
还 不 清楚 ， 但 它 与 细胞 内 酶 的 组 成 发 生 显著 变化 确 有 关系 。 
合成 的 这 种 去 阻 过 作用 在 表 23 列 出 的 一 些 发 酵 过 程 中 可 得 
到 说 明 。 

23 次 级 生物 合成 中 生长 期 结束 时 去 阻 遏 的 酶 


本 次 级 代谢 产物 
PRA HEH BS 链 每 未 
酰基 转移 本 BER 
UR We Or HR 
合成 酶 1 和 11 短 杆菌 肽 ”S 


固体 底 物 培养 法 在 真菌 来 源 的 商品 酶 生产 中 具有 重要 地 
位 ， 在 日 本 尤其 如 此 。 其 中 ， 用 曲霉 生产 的 淀粉 酶 ， 以 及 用 
曲霉 和 毛 酶 生产 的 蛋白 酶 等 在 商业 上 的 重要 性 由 来 已 入。 用 
图 体 基 质 培养 方法 生产 的 其 它 酶 还 有 果 胶 酶 和 纤维 素 酶 。 起 
初 ， 培 养 物 用 浅 盘 培养 ， 采 用 手工 操作 。 后 来 ， 机 械 系 统 得 
到 不 断 完善 ， 清 洁 、 装 盘 、 出 盘 均 司机 械 EE, BH RAB 
〈 见 第 三 章 ) 的 利用 越 来 越 广 。 有 人 通过 与 液 下 培养 方法 的 
比较 ， 深 入 分 析 了 固态 系统 的 优点 。 用 固态 培养 法 生产 酶 主 
要 有 以 下 好 处 ， 

Ca) 单位 容量 反应 器 产 酶 量 高 ; 

(b) 能 耗 低 ; 

Cc) 控制 要 求 很 低 ， 

Cd) 可 提取 产生 高 度 浓 缩 的 酶 溶液 

Ce) 通常 设备 体积 小 ; 
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(f) 放大 不 太 难 。 

培养 期 间 加 入 底 物 进行 连续 培养 是 可 能 的 。 

毫 无 疑问 ， 目 前 的 商品 酶 生产 主要 采用 液 下 培养 法 ， 这 
是 因为 用 这 种 方法 较 容 易 控 制 加 工 成 本 和 杂 菌 污染 。 酶 的 生 
产 究竟 采用 液 下 发 醇 还 是 固体 底 物 发 醇 ， 主 要 看 这 两 种 方法 
哪 一 种 更 经 济 。 其 实 ， 对 很 多 微生物 〈 特 别 是 真菌 ) 来 说 ， 
固体 底 物 发 酵 更 接近 它们 生长 的 自然 环境 条 件 。 它 完全 可 以 
为 酶 的 活力 提供 较 理 想 的 场所 。 将 来 固体 底 物 发 酵 方 法 能 否 
成 功 地 用 于 酶 生产 ， 主 要 取决 以 下 几 方 面 研究 的 结果 颗粒 


内 物质 的 传递 ， 不 溶性 底 物 的 降解 ; 生 匀 反应 器 与 过 程控 制 


CRA =I) 的 改进 等 。 


4.4 酶 的 立法 


合生 多 酶 制品 必须 在 毒性 和 其 它 安 全 指标 上 严格 遵守 有 
关 规 定 。 对 商品 酶 安全 性 评价 可 和 育 E 涉 及 到 的 内 容 主要 有 : 

@) 产品 中 所 含 的 蛋白 质 〈 包 括 酶 蛋 AMEE ey 
质 ) 引起 的 过 敏 反应 ; 

Cb) REA HELIA TE; "8 

(co) 有 毒物 质 〈 如 毒素 ) 与 抗生素 的 存在 。. 

不 同 的 酶 具有 不 同 的 抗原 性 。 虽然 酶 的 抗原 性 无 法 改 
变 ， 但 通过 一 定 的 制备 使 用 户 尽量 减少 与 酶 的 直接 接触 则 是 
能 够 办 到 的 。 大 多 数 过 敏 反应 都 是 因 与 尘埃 形式 的 酶 直接 接 
触 引起 的 ， 因 此 只 要 将 这 些 酶 包 埋 到 一 一 种 情 性 载体 中 ， 就 可 
以 避免 这 一 问题 的 发 生 。 实际 上 ， 液 态 酶 制品 用 得 更 广 。 

ee 
酶 一 般 无 毒 。 
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复制 品 中 存在 毒素 主要 与 两 个 生产 环节 有 关 ， 一 是 发 酵 
培养 基 中 可 能 存在 有 毒 的 物质 ， 二 是 由 于 大 多 数 酶 的 纯化 过 
程 比较 粗糙 ， 培 养 基 中 的 有 毒物 质 被 混入 终 产 品 中 。 因 此 ， 
要 保证 产品 无 毒性 ， 必 须 指 定 使 用 食品 级 或 饲料 级 的 原料 ， 
并 且 对 整个 系统 的 微生物 污染 问题 进行 定期 检查 。 

对 于 真菌 酶 人 们 主要 担心 在 生产 菌株 中 有 真菌 毒素 存 
在 。 近 二 十 五 年 来 ， 人 们 对 许多 真菌 产生 的 有 毒 代谢 物 〈 即 
真菌 毒素 ) 有 了 越 来 越 多 的 了 解 。 现 在 ， 所 有 真菌 酶 的 样品 
都 要 进行 特定 毒素 的 测定 。 许 多 真菌 毒素 对 实验 生物 表现 有 
致 瘤 作用 、 肉 性 激素 作用 、 诱 变 作 用 或 致 畸 作 用 。 由 于 有 关 
人 对 低 浓 度 真菌 毒素 毒性 反应 的 资料 很 少 ， 因 些 很 难 对 真菌 
毒素 的 危害 性 作出 定量 估价 .尽管 如 此 , 只 要 产品 检测 出 真菌 
毒素 就 不 能 使 用 。 

用 于 酶 生产 的 微生物 可 以 分 成 三 大 类 。 不 同类 的 微生物 
在 用 于 酶 生产 之 前 需要 进行 不 同等 级 的 毒性 试验 〈 表 24) 。 
A 类 微生物 是 传统 食品 和 食品 加 工 过 程 中 长 期 使 用 的 微 生 
物 ， 这 类 微生物 不 需要 进行 毒 理 学 试验 。B 类 微生物 是 食品 
中 存在 的 被 认为 无 害 的 杂 菌 ， 这 类 微生物 只 需要 进行 短期 的 
毒性 试验 。C 类 微生物 是 除 A 类 和 B 类 微 生 WD 外 的 所 有 其 
它 微 生物 ， 本 包括 
几 种 动物 的 长 期 饲 喂 试 验 。 

Bice ae ee. arn 
部 门 的 允许 方 可 生产 。 一 些 国家 和 国际 组 织 已 经 对 几 种 酶 作 
了 产品 说 明和 介绍 。 

总 之 ， 酶 产品 必须 均匀 一 致 ， 安 全 可 靠 。 满 足 这 些 要 求 

是 厂家 应 尽 的 职责 。 
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%o4 食品 酶 的 安 eR (HL HA 


SWE) 
| ata | 
> x 型 | 类 党 生 物 ，| 了 半生 生物 ， | C maces 
品 或 食品 加 工 | 的 公认 无 书 的 (ASB 
sh eae 的 微生物 ) | 微生物 /) 其 它 微生物 ) 
人 ee x 
急性 口服 毒性 试验 | xvi - 
(小 鼠 或 大 鼠 ) | | | 
亚 急 性 口服 毒性 试验 x % 
(大 鼠 4 星 期 ) a | 
三 个 月 口服 毒性 试验 六 
(AR) x wer 
离 体 诱 变 性 试验 x oe 
Sm HE (KBR, ; C9 be 
活体 诱 变性 试验 站 > 
(小 鼠 和 仓鼠 ) ot 
lal a | ee 
研究 
致意 性 (大 鼠 ) 试 验 本 
育 性 与 繁殖 试验 | hess 
(xX RARUT RARE EE) “a? 
要 
人 化 Hit 


使 用 游离 酶 的 最 大 缺点 是 游离 酶 在 操作 条 件 下 不 够 稳 
定 ， 并 且 作 为 水 溶性 游离 分 子 ， 它 们 很 难 与 底 物 及 产物 分 
开 ， 因 此 难以 反复 利用 。 

近年 来 ， 人 们 试图 通过 酶 的 固定 化 过 程 来 责 服 游离 酶 的 
以 上 缺点 。 酶 的 固定 化 一 般 指 将 酶 从 水 溶性 和 可 移动 状态 团 
变 为 非 水 溶性 固定 状态 的 过 程 。 酶 固定 化 后 可 以 防止 酶 在 反 
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”应 物 中 扩散 ， 并 且 有 助 于 利用 简单 的 固 液 相 分 离 技术 从 产物 
流 中 对 酶 进行 回收 。 这 样 ， 反 应 产物 可 以 不 带 酶 ， 而 且 酶 可 
以 重复 使 用 。 国 定 化 酶 非常 适合 连续 操作 的 生物 反应 器 使 
Fo 

现 已 发 展 了 一 百 多 种 固定 化 技术 ， 这 些 技术 可 区 分 为 不 
同类 别 。 实 际 上 ， 酶 的 固定 化 方法 可 以 归纳 为 以 LAR. 
(a) 通过 共 价 健 使 酶 与 非 水 溶性 物质 表面 联结 ; (Cb) 用 适 
当 试剂 使 酶 交 联 成 不 溶性 颗粒 ，《〈c) 将 酶 包 埋 在 可 透 过 酶 、 
底 物 和 产物 的 基质 或 凝 胶 上 ;， (a) 使 酶 胶囊 化 ，〈e) 酶 吸 
附 在 固态 载体 表面 。 图 22 是 酶 固定 化 方法 示意 图 。 表 25 列 出 
了 可 用 于 酶 固定 化 的 方法 。 
4.5.1 酶 与 固态 载体 共 价 偶 联 法 、 用 于 共 价 偶 联 的 载体 材料 
很 多 ， 其 中 包括 多 和 孔 玻 璃 和 陶瓷 (适用 于 淀粉 转 葡 萄 糖 
TID, 人 工 合成 的 高 聚 物 〈 适 用 于 胰 蛋 白 酶 ) ， 纤 维 素 
(适用 于 天 冬 酰胺 酶 和 淀粉 酶 ;) ， 尼 龙 〈 适 用 于 脲酶 ) 和 矶 
土 〈 适 用 于 葡萄 糖 氧 化 酶 ) 等 。 用 来 自 肽 和 蛋白 质 化 学 的 各 
种 方法 解决 酶 与 载体 的 附着 问题 。 形 成 共 价 健 的 优点 是 酶 与 
载体 的 结合 不 会 因 pH、 离 子 强度 和 底 物 的 影响 造成 酶 从 载 
体 上 脱落 ， 缺 点 是 形成 共 价 健 时 发 生 的 化 学 反应 可 能 会 导致 
酶 部 分 《甚至 全 部 ) 失去 活性 。 共 价 健 连 接 的 方法 很 多 ， 但 
作为 固定 化 过 程 起 码 应 包括 两 个 步骤 ， 即 裁 体 的 活化 和 酶 的 
联结 。 实 际 上 可 参与 形成 化 学 键 的 基 团 有 氨基 、 亚 氨基 、 酰 
Wee, 羧基 、 关 基 、 硫 醇 基 、 甲 基 硫 醇 基 、quanidy1 基 、 
咪唑 基 和 了 酚 基 。 
4.5.2 RABE 用 于 酶 固定 化 的 方法 原则 上 应 该 
非常 温和 ， 不 破坏 酶 的 活性 。 在 凝 胶 形 成 前 将 酶 加 入 到 单 体 
溶液 中 ， 然 后 ， 通 过 改变 温度 或 加 入 某 种 可 诱导 结 胶 的 化 学 
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图 22 ”固定 化 方法 示意 图 〈 卫 表示 酶 分 子 尹 


药物 ， 以 促进 凝 胶 形 成 ， 从 而 使 酶 包围 在 凝 胶 格 子 中 。 这 种 Ty 
固定 化 方法 的 优点 是 酶 能 够 保持 原 有 状态 。 它 们 的 活性 部 
位 、 基 团 和 酶 分 子 ， 不 会 因 化 学 键 的 形成 导致 闭锁 的 范 险 ， 肌 
这 种 方法 的 缺点 是 酸 会 通过 微 孔 不 断 渗 出 而 造成 酶 的 损失 ， 


而 且 由 于 底 物 与 产物 扩散 受阻 Fane 
酶 反应 速度 可 能 受 到 影响 。 
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表 25 固定 化 方法 


共 价 结合 
产 基 异 丁 烯 酸 ( 戊 二 醛 ) 
羧 甲 基 纤 维 素 ( 碳 化 二 亚 胺 ) 
包 埋 法 
聚 丙烯 酰胺 胶原 蛋白 (明胶 剂 ) 
BRR ED RCM 
三 栈 酸 纤维 素 RK 
a = EX URE) 
Fi RR 
脱 乙 酰 壳 多 糖 
吸附 法 
阴离子 交换 树脂 离子 交换 纤维 素 
Dowex !( 离 子 交 换 举 脂 的 商品 名 称 ) | RA Chi 5BILB 
DEAE-#7- 442% 
交 联 果 胶 酸 盐 
金属 氧化 物 
生物 吸附 : 伴 刀 豆 球 蛋白 A 
交 联 法 
成 二 醛 
BEAM ROE 
BA Ibe A y& — 


Se 了 = — 


可 用 于 包 埋 酶 的 物质 有 ， 硅胶 、. 硅 橡胶 .淀粉 和 聚 丙烯 酰 
ee, 其 中 聚 丙烯 酰胺 使 用 最 广 .用 聚 丙烯 酰 胶 作 包 埋 物 的 酶 
A. 天 冬 酰 胺 酶 .葡萄 糖 异 构 酶 .过 氧化 物 酶 和 许多 其 它 酶 。 
4.5.3 MRE 这 种 方法 是 将 酶 包 在 半 透 膜 内 形成 
胶囊 ， 实 际 上 是 另 一 种 包 埋 法 。 半 透 膜 只 允许 小 分 子 的 底 物 
和 产物 通过 ， 而 酶 和 其 它 大 分 子 则 不 能 通过 。 制 备 半 透 膜 的 
WR. 火 棉 胶 〈 用 于 过 氧化 氨 酶 、L- 天 冬 酰 MD. 
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维 素 入 生物 〈 用 于 脂 酶 ) 、 聚 苯 乙 烯 〈 用 于 过 氧化 氢 酶 ) 和 
最 常 使 用 的 尼龙 《〈 用 于 胰 有 蛋白酶、 脲酶 ) 。 这 些 物质 可 制 成 
球状 半 透 性 薄膜 将 酶 包 于 其 内 形成 微型 胶 面 。 

4.5.4 固体 表面 吸附 法 ”吸附 法 最 诱 人 的 特点 是 方法 简 
便 。 吸 附 过 程 不 发 生 任何 反应 ， 酶 本 身 无 改变 。 最 常用 的 
吸附 剂 包括 许 多 有 机 物 和 无 机 物 ， 如 : Wt GAFRLA 
基 酸 水 解 酶 、 淀 粉 酶 ) 、 纤 维 素 GEATARAM . 粘土 
GEAFUALWM) . 2S GEATRE). ARRA Gi 
用 于 NAD 焦 磷酸 化 酶 ) 、 碳 和 各 种 硅 质 材料 〈 适 用 于 淀粉 
酶 ) 。 离 子 交 换 剂 能 够 吸附 大 多 数 蛋白 质 ， 因 此 也 被 广泛 用 
于 酶 的 固定 化 过 程 。 酶 的 吸附 结合 是 可 逆 的 ， 当 有 底 物 存在 、 
或 离子 强度 增 大 时 ， 酶 可 以 解析 下 来 。 
4.5.5 多 功能 团 试剂 交 联 法 这 种 方法 在 没有 固态 支承 
物 情 况 下 进行 反应 ， 可 使 酶 分 子 形成 三 维 网 络 结构 。 实 际 
上 ， 用 得 较 多 的 方法 是 首先 将 酶 吸附 在 适当 载体 上 然后 进行 ， 
交 联 。 最 常 使 用 的 交 联 剂 有 戊 二 醛 、 脂 族 三 胶 、 己 二 酰 二 甲 
酯 和 辛 亚 腕 二 甲 酯 等 。 其 中 以 成 二 醛 最 重要 。 交 联 可 以 在 分 
子 间 发 生 ， 也 可 以 在 分 子 内 发 生 《分子 间 交 联 产生 不 溶 于 水 
的 聚合 物 ) 。 通 过 共聚 作用 〈 即 通过 共 价 键 形成 多 桶 体 ) ， 
了 酶 成 为 固定 化 状态 。 共 聚 作用 常用 马 来 本 和 乙烯 进行 。 一 种 
使 用 较 广 的 方法 是 首先 将 酶 吸附 在 赛 璐 玲 膜 上 ， 然 后 用 戊 二 ， 
醛 交 联 。 应 用 这 种 方法 进行 固定 化 的 酶 有 淀粉 酶 、 过 氧化 物 
酶 和 葡萄 糖 氧 化 酶 等 。 与 包 埋 法 和 微 胶囊 法 一 样 ， 用 这 些 和 
生 方法 制 成 的 固定 化 酶 对 大 分 子 底 物 很 难 发 生 催化 作用 ， 甚 
至 无 作用 。 
4.5.6 商品 化 的 固定 化 酶 ” 酶 固定 化 方法 的 选择 主要 取决 
于 这 种 方法 如 何 影 响 酶 的 催化 活性 。 共 价 连接 法 与 交 联 
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法 均 在 酶 和 载体 间 形 成 很 强 的 化 学 键 。 这 些 方法 难度 较 大 ， 
成 本 也 较 高 ， 并 且 可 能 导致 酶 活性 的 明显 下 降 ， 甚 至 发 生活 
性 中 心 的 连结 〈 表 26) 。 相 对 来 说 ， 鹃 附和 凝 胶 包 埋 固 定 化 
方法 比较 简单 而 有 效 ， 但 由 于 酶 与 载体 之 间 没 有 很 强 的 键 连 
结 ， 常 常 从 载体 上 脱 开 。 这 个 问题 可 以 通过 将 吸附 或 包 埋 后 
的 酶 用 成 二 醛 加 以 交 联 而 得 到 基本 解决 。 


表 26 固定 化 酶 技术 的 优 缺点 


方法 | i OR a ae 
共 价 结合 法 “| 不 受 培养 基 的 pH 和 离子 强 。 | 活性 部 位 可 能 被 改变 ， 工 艺 
度 及 底 物 浓度 影响 成 本 高 

共 价 交 联 法 “| MA ee | 制备 时 梅 活性 受 影响 而 下 
降 ,对 大 分 子 底 物 无 效 ;载体 

不 能 再 生 
吸附 法 方法 简便 ,对 梅 无 影响 ,载体 | APR RRS 
Senge 吸 ; 酶 会 受到 微生物 或 Bs 

Bi Bc 
aoe Be iA Sic ap 扩散 效应 影响 底 物 传送 到 本 


的 活性 部 位 ， 同 时 影响 产物 
从 酶 的 活性 部 位 输出 ;制备 
AE. SRR, A 
孔径 分 布 使 酶 不 断 损 失 ， 对 
大 分 子 底 物 无 效 ， 酶 不 受 微 
生物 和 和 蛋白 水 解 作用 


在 实验 室 水 平 上 用 固定 化 取得 成 功 的 酶 很 多 ， 但 放大 

到 工业 生产 水 乎 则 成 效 寥寥 。 其 中 有 二 个 商业 上 取得 成 功 的 
PFs 应 用 于 食品 工业 的 葡萄 糖 异 构 酶 和 应 用 于 抗生素 工业 
衔 萄 糖 异 构 酶 可 催化 葡萄 糖 部 分 转化 为 果糖 ， 并 由 此 产 
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引出 价格 低廉 的 甜 味 剂 。 世 界 上 通常 使 用 的 甜 味 剂 是 用 甘蔗 
印 甜菜 生产 蔗糖 提供 的 。 这 种 传统 的 生产 模式 终 将 由 于 和 定 萄 
精 异 构 酶 的 利用 而 改变 。 目 前 大 批量 生产 果糖 甜 味 剂 的 公司 
至 少 有 五 个 ， 这 些 公司 利 用 了 不 同 来 源 的 微生物 ， 包 括 链 和 霉 
菌 、 凝 固 芽 胞 杆菌 和 米 苏 里 游 动 放 线 菌 。 实 际 主 寺 要 使 酶 具 
有 最 佳 的 生产 活力 必须 提供 高 浓度 葡萄 糖 的 底 物 。 由 廉价 的 
淀粉 产生 的 糖浆 作为 底 物 加 入 反应 器 时 要 求 葡 萄 糖 浓 上 度 为 
40 一 50 锣 。 连 续 泵 送 操作 时 可 能 产生 粘 滞 度 的 问题 ， 但 通过 
Mik (60°C) 和 高 pH 值 (7.8 一 8.5) 操 作 ， 这 种 问题 可 以 得 
到 解决 。 为 了 分 离 果 糖 和 和 葡萄糖 以 产生 果糖 含量 为 55 狗 或 更 
高 的 高 果糖 奖 ， 现 已 研制 成 功 了 工业 生产 规模 的 层 析 方 法 。 
现在 每 年 要 用 数 千 吨 的 葡萄 糖 异 构 酶 生产 数 百 万 吨 的 果糖 糖 
浆 。 表 27 列 出 了 该 过 程 的 有 关 数 据 。 工 业 上 使 用 的 葡萄 糖 异 
构 酶 有 两 种 类 型 ， 一 种 是 固定 化 酶 形式 ， 另 一 种 是 国定 化 细 
胞 形式 (4228) 。 


表 27 MPM SARC RHA LSB 


OE td HEARERER 
BET “| 刚性 颗粒 | 刚性 颗粒 或 葡 育 糖 / 
| Sephadex 固 定 


反应 器 ”| 和 柱 式 (填充 床 ) 


| REX 

原 料 40 一 50w/w 的 右 旋 粮 | 4—15 %w/WHE BERK Te 

95% = GAGRIRHHS) 
添加 剂 ' | MgSO， — ON eee a 
m 度 58—65°C | 35—40°C 1 (8 
AO pH 7.5—8.5 | 7.0—8.0CRUR THR) 
运转 寿命 1000 一 2000 小 时 | 2000 一 4000 小 时 
生产 通力 。 | Hef 42 go 58 | 


1000—2000k g/k g BS fl 
2000—4000k g/k g Bg ; Z + 


ea 
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表 28 固定 化 的 葡萄 糖 异 构 酶 


酶 的 来 源 固定 化 方法 公司 名 称 


2 fi St BE ei 细胞 内 温度 固定 Agency of Industrial Science 
and Technoiogy( 工 业 科技 处 ) 

霉菌 某 菌 种 ” 吸附 在 DEAE- 纤 维 Standard brands ($e MARZ Al) 

素 上 

三 杆菌 属 用 絮凝 剂 凝结 Reynolds Tobacco Co. (Reynolds 

| 烟草 公司 ) 

RAS WE 用 戊 二 醛 交 联 Novo Industri A/S 

陪 色 产 色 链 零 菌 。 ”用 酚醛 树脂 吸附 Kyowa Hakko Kogyo 

链 霉 菌 某 菌 种 ” 用 专门 的 多 孔 氧 化 ”Corning Glassvorks 


铝 吸 附 

省 色 产 色 链 霉菌 用 专门 的 离子 交换 “Misubishi chemical Industries 
树脂 吸附 (HAS BLL) 

洲 苏 里 游 动 放 线 菌 ”用 明胶 包 埋 然后 用 ，Gist-Brocades NV 
戊 二 醛 交 联 


1h eS 用 戊 二 醛 交 联 Miles Laboratories Inc. 
ae ae 用 纤维 素 包 埋 Snamprogettie SPA 


HEALS, RESRELA 

工业 上 第 二 个 重要 的 固定 化 酶 是 青霉素 栈 基 转移 酶 〈 由 
PNA) 。 这 种 酶 可 催化 天 然 青 霉 素 侧 键 脱 去 乙酰 基 
成 6- 氮 基 青 霉 素 酸 (6-APA) 。 用 6-APA 可 以 合 成 几 种 
有 重要 医用 价值 的 半 合 成 抗生素 。 如 重要 的 抗生素 氮 直 至 霉 
素 ， 就 是 用 葵 甘 氨 酸 和 6-AEA 合 成 的 。 
每 年 生产 的 6-AEA 至 少 达 3 500 吨 , 但 使 用 的 酶 制剂 只 需 
65 吨 。 生 产 过 程 采 用 颗粒 状 酶 在 固定 床 柱 反 应 需 中 进行 。 均 
7 可 见 该 过 程 的 有 关 数 据 。 
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NH2 Pl 
0 CO2H 
Part 6- 氨 基 青 霉 烷 酸 
pH 5 


ee 全 
pH7.5 igi 
CeHsCHCONH 一 CH 一 CH CC 


CH 


NH, 5 ii 


CO2H 


BE AER 


4.6 固定 化 酶 的 性 质 


酶 的 固定 化 可 能 导致 酶 性 质 的 明显 改变 。 这 些 改 变 可 能 
由 以 下 因素 引起 ， 

四 酶 结构 发 生 的 化 学 或 构象 的 变化 ， 回 固定 枇 酶 催化 作 ， 
用 的 异 质 性 ，@@ 所 有 载体 的 理化 性 质 。 

GORE LAW TAMPONS. LE. 
SLIT RE AR BE HP Jt LS RSE Le ST pe he | 驳 其 
FEC. ATW ts ERE PS PON ALL A EO ARRAS, SEELZN 
FL fir Th AULA OR PEE BE, EPRI Ge Bee TE 
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多 年 ， 但 对 酶 失 活 的 机 制 却 了 解 甚 少 。 
| 虽然 已 有 一 些 用 固定 化 方法 提高 酶 稳定 性 的 例子 ， 但 一 
。 般 说 来 , 固定 化 并 不 是 一 种 提高 酶 稳定 性 的 方法 * 象 其 它 随机 
| 处理 一 样 ， 固 定 化 可 能 提高 、 可 能 降低 ， 也 可 能 不 影响 酶 的 
稳定 性 。 ar 
| ， 热 是 反应 器 中 酶 失 活 的 主要 原因 之 一 。 热 使 酶 失去 活性 
无 疑 是 由 于 蛋白 质 分 子 结构 发 生 改 变 的 结果 。 酶 通过 共 价 键 
| 与 固态 载体 联结 后 ， 蛋 白质 分 子 变 得 更 僵硬 ， 展 开 的 机 会 减 
少 ， 因 此 失 活 的 可 能 性 小 得 多 。 和 蛋白 质 结构 的 展开 是 各 种 酶 
失 活 模型 的 一 种 普通 特征 ， 它 可 由 有 机 溶剂 、 变 性 剂 和 pH 
的 变化 所 引起 。 所 以 说 通过 与 固态 裁 体 的 多 点 联结 使 酶 固定 
化 可 为 提高 酶 稳定 性 提供 一 个 基本 的 方法 。 

酶 的 固定 化 往往 可 导致 酶 的 某 些 功能 的 改变 。 酶 以 游离 
态 发 生 作 用 时 ， 系 统 是 匀 质 的 ， 加 工 底 物 、 产 物 活化 剂 、 抑 
制剂 和 辅助 因子 等 所 有 组 分 都 是 匀 质 的 。 可 是 ， 酶 固定 化 
后， 由 于 系统 的 理化 性 质 使 得 固定 化 酶 与 液 相 之 间 产 生 分 界 
| 面 ， 从 而 成 为 一 个 非 匀 质 的 系统 。 由 此 可 见 ， 与 游离 态 酶 相 


E 比 ， 固 定 化 酶 的 共 些 特 狂 将 发 生变 化 。 同 时 底 物 回 催 化 剂 移 


Is 


SLE MA OR. IE YL A Pk EL AK OS 
上 而 到达 固 定 化 酶 ， 最 后 进入 到 固定 化 酶 颗粒 内 〈 这 种 颗粒 可 
用 能 是 凝 胶 、 微 型 胶 事 或 微 孔 纤 维 ) ， 因 此 扩散 受到 限制 。 

呈 。 固定 化 酶 既 可 用 于 对 现 有 工艺 过 程 的 改造 ， 也 可 用 于 创 
sy ly ha nei 
膛 很 有 限 。 在 1983 年 ， 用 固定 化 系统 进行 的 工业 化 操作 局 限 


Se 


车 :7 种 葡萄 糖 异 构 酶 、4 种 青霉素 酰胺 酶 ，3 种 氨 基 酸 酰基 
塌 移 酶 的 乳糖 酶 、2 种 葡萄 糖 淀 粉 酶 、1 种 天 冬 氨 酸 酶 和 1 种 
胡 索 酸 酶 。 可 以 预见 ， 固 定 化 系统 将 在 分 析 和 医学 应 用 领 
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域 得 到 进一步 利用 。 这 是 由 于 产生 新 的 想法 而 不 是 对 改进 旧 
方法 所 导致 的 结果 。 

为 什么 迄今 固定 化 酶 成 功 的 例子 很 少 ? 原则 于 说 ， 其 原 
因 是 由 于 以 下 一 些 因 素 综合 作用 而 引起 的 : 

(a) 许多 工业 过 程 使 用 的 可 溶性 的 酶 比较 便宜 ; 

Cb) 向 现 有 过 程 引 进 新 设备 需要 高 额 投资 : 

(c) 在 固定 化 系统 的 实践 中 ， cb Pa 
厂 设计 的 等 级 令 人 失望 。 

可 以 看 到 ， 酶 技术 在 工业 上 的 进一步 应 用 将 包括 两 部 
内 容 ， 一 部 分 正在 应 用 或 接近 应 用 ， 另 一 部 分 则 需要 作 大 量 
研究 工作 才能 在 技术 上 和 经 济 上 变 得 切实 可 行 ” 

这 种 第 二 代 的 酶 工程 在 生物 工程 的 众多 分 支 领域 中 无 质 
是 最 激动 人 心 和 最 显示 智力 需要 的 领域 之 一 《 表 29) 。 

表 29 第 二 代 酶 王 程 
现 RR 现 有 的 酶 工程 知识 ;分 子 生物 学 、 酶 学 、 理化 学 基础 知识 
研究 目标 在 技术 上 利用 较 复 杂 的 酶 反应 进行 人 工 合成 ， 包括 利用 多 认 


系统 (包括 辅助 因子 再 生 系统 )，; 
稳定 化 亚 细 胞 结构 
固定 化 完整 细胞 以 及 酶 在 有 机 溶剂 中 的 使用 

需要 的 专 ARGS RRR | 生化 工程 

门 知 识 生物 化 学 电化 学 
微生物 学 | 生物 物理 学 和 
遗传 工程 学 | : 


研究 的 影响 新 的 医学 应 用 ， 新 的 分 析 应 用 ， 新 的 工业 应 用 
生物 化 学 修复 术 “ 酶 电极 用 于 医学 “精密 化 学 部 、 医 “ 
(MALI) SIC BRR 

ROSIER 

制 、 人 工 肾 ) 


= ee ee eee 


’ 
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4.7 细胞 的 画 定 化 


一 般 说 来 ， 细 胞 和 细胞 器 是 进行 生物 化 学 合成 的 最 小 单 
位 ， 因 为 它们 具有 辅酶 再 生 系统 并 且 具 有 有 条 不 紊 的 多 酶 系 
列 等 等 。 奇 怪 的 是 ， 微 生物 细胞 固定 化 技术 ER 是 在 酶 国 
定 化 技术 之 后 发 展 起 来 的 。 然 而 ， 实 际 上 ， 酶 的 固定 化 技术 
主要 涉及 催化 单 步 反 应 的 单 酶 系统 〈 如 氧化 还 原 反应 ， 异 构 
反应 、 水 解 反应 等 ) .固定 化 酶 除了 用 于 简单 的 一 步 反 应 外 ， 
其 它 企 图 均 因 以 下 原因 而 受到 严重 的 限制 : 《〈a) 缺乏 切实 
可 符 的 辅酶 再 生 技 术 ， (b) 进行 多 步 酶 促 反 应 时 需要 将 酶 
分 子 有 规律 地 排列 ， 这 样 做 缺乏 有 效 的 方法 。 用 固定 化 细胞 
能 和 否 克 服 固定 化 酶 的 这 些 不 足 呢 ?细胞 固定 化 后 仍然 能 操纵 
细胞 的 总 代谢 吗 ? 

近 十 年 来 ， 细 胞 与 细胞 器 固定 化 技术 发 展 很 快 。 固 定 化 
制备 范围 包括 细胞 和 碎片、 细胞器、 细胞 匀 浆 、 死 细胞 、 渗 透 
化 处 理 的 细胞 、 静 止 细 胞 、 饥 狐 细 胞 和 细胞 混合 培养 物 。 这 
些 制 备 物 多 数 被 用 作 生物 催化 剂 ， 但 最 近 一 些 研 究 将 它们 用 
帮 亲 和 上 吸 附 剂 。 现 在 可 以 使 几乎 所 有 的 细胞 结构 固定 化 并 且 
能 使 细胞 保持 存活 。 细 胞 的 固定 化 方法 并 非 完美 无 暇 .例如 ， 
向 密集 的 细胞 制备 物 提供 充足 的 氧气 以 及 细胞 在 载体 结构 内 
部 进行 生长 均 增 加 了 困难 ， 甚 至 可 能 改变 代谢 模式 。 

固定 化 细胞 技术 潜力 很 大 ， 与 固定 化 酶 相 比 ， 无 疑 有 更 
个 阔 的 前 景 。 目 前 ， 有 的 固定 化 细胞 技术 已 经 在 工业 上 得 到 
应 用 。 攀 大 比例 的 高 果糖 浆 是 用 固定 化 的 凝固 芽孢 杆菌 细胞 
生产 的 。 每 年 生产 的 天 冬 氨 酸 和 苹果 酸 也 有 很 大 吨位 量 。 在 
微型 载体 上 生长 的 错 地 依赖 性 哺乳 动物 细胞 正在 用 于 疫苗 、 
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定 化 细胞 技术 。 哺 乳 动物 细胞 培养 技术 问题 已 在 第 三 章 中 进 ， 
行 了 较 详 细 的 论述 。 
4.7.1 人 工 固定 化 “前面 提 到 的 用 于 酶 固定 化 的 方 法 同样 
可 用 于 整个 细胞 的 固定 化 。 然 而 ， 在 微生物 和 动 植物 细胞 男 
定 化 方面 实际 所 采用 的 方法 主要 是 细胞 的 凝 胶 包 埋 法 和 吸附 
法 。 采 用 这 些 方法 时 必须 防止 必要 的 代谢 活动 被 破坏 。 这 些 
方法 的 好 处 是 生物 催化 剂 与 产物 容易 分 开 , FFA MA et 
得 到 改善 。 

在 某 些 情况 下 ， 使 用 的 细胞 可 能 已 经 死亡 但 仍 保 持 有 交 
要 的 酶 活性 。 为 了 使 某 些 分 子 能 够 较 容 易 地 通过 细胞 膜 进出 
细胞 ， 可 以 对 细胞 进行 适当 的 处 理 ， 即 渗透 帮 处 理 。 处 理 
后 ， 细 胞 膜 上 形成 小 孔 ， 但 酶 内 容 物 Cenzyme package) 
保持 不 变 。 细 胞 处 理 可 以 在 固定 化 前 ， 也 可 埋 男 证 化 后 远 
行 。 实 际 上 ， 许 多 反应 是 用 固定 化 活 细胞 进行 的 这些 活 细 
胞 可 以 是 静止 细胞 ， 也 可 以 是 在 凝 胶 基 质 中 活跃 生长 的 细 
胞 。 后 者 可 被 看 成 是 一 种 可 更 新 或 可 以 自我 增殖 的 生物 众 
剂 。 这 种 细胞 存在 于 特定 的 空间 区 域 ， Ri 
域 之 外 不 利 环 境 因 子 的 干扰 。 

i (UE A EA 它 
为 分 批 过 程 连 续 化 提供 了 手段 ， 并 且 有 利于 提高 细胞 的 群 
密度 从 而 加 快 反 应 速度 载体 使 细胞 保持 在 反应 器 牛 , 因此 
释 速 率 可 以 超过 细胞 的 最 高 生长 比 速 〈pass) 《从 而 解 决 
连续 系统 的 细胞 冲 出 问题 )》 。 微 生物 细胞 能 够 再 生 许 多 生 
合成 反应 中 必需 的 辅助 因子 。 游 离 酶 则 需要 提供 辅助 因子 
而 辅助 因子 的 成 本 是 非常 昂贵 的 。 相 比 之 下 不 能 不 说 这 
固定 化 细胞 的 一 大 优点 。 与 游离 酶 和 固定 化 酶 相 比 ， 利 用 
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整 的 细胞 更 有 利于 获得 多 酶 反应 的 空间 结构 。 
但 是 ， 利 用 固定 化 的 完整 细胞 也 有 些 缺 点 。 细 胞 中 含有 
天 量 有 催化 活性 的 酶 ， 这 些 酶 有 时 催化 产生 我 们 不 希望 发 生 
的 副 反应 。 对 于 有 些 不 希望 的 副 反 应 目前 可 以 通过 加 热 、 加 
碱 或 加 胆汁 盐 等 简单 处 理 来 解决 。 固 定 化 还 可 能 使 所 需 的 众 
化 能 力 下 降 ， 这 个 问题 主要 通过 对 合适 的 固定 化 方法 的 选择 
来 减少 。 催 化 活性 下 降 可 能 是 由 于 扩散 障碍 的 存在 ， 使 底 物 
进入 与 产物 排出 受到 妨碍 所 致 。 利 用 固定 化 的 静止 细胞 或 生 
长 细胞 时 ， 由 于 维持 细胞 生长 要 消耗 作为 矶 源 和 能 源 的 底 
物 ， 因 此 产物 的 产量 可 能 降低 ， 利 用 固定 化 的 生长 细胞 时 ， 
细胞 从 凝 胶 基 质 中 漏出 还 可 能 导致 产品 的 污染 。 
4.7.2 国定 化 酶 与 固定 化 细胞 的 生物 反应 器 BRR et 
程 的 生物 反应 器 的 设计 和 操作 已 在 前 面 第 三 章 中 介绍 过 了 ， 
其 中 有 的 也 可 用 于 固定 化 酶 和 细胞 。 但 是 ， 一 般 来 说 ， 用 于 
发 酵 的 反应 类 型 与 用 于 固定 化 酶 和 细胞 的 反应 类 型 是 根本 不 
同 的 。 在 设计 固定 化 过 程 中 ， 首 先 要 考虑 采用 的 操作 是 分 批 
的 还 是 连续 的 。 在 大 多 数 情况 下 都 选用 连续 操作 。 
在 选择 生物 反应 器 时 ， 动 力学 特性 的 考虑 很 重要 。 对 于 
大 多 数 类 型 的 反应 来 说 ， 填 充 床 反应 器 在 动力 学 特性 上 一 般 
优 于 连续 搅拌 饶 反 应 器 。 由 于 操作 时 底 物 浓度 的 不 同 ， 连 续 
搅拌 式 反应 器 的 平均 反应 速度 低 于 填充 床 反应 器 。 但 是 ， 对 
于 需要 高 速 输 氧 和 需要 通过 加 酸 加 碱 控制 pDH 值 A RM, 
拌 式 反 应 器 更 合适 。 此 外 ， 对 于 加 工 液 的 体积 也 应 加 以 考 
虑 。 就 所 需 化 合 物 的 单位 产量 而 言 ， 采 用 连续 法 时 发 酵 液 的 
体积 要 小 得 多 。 
园 定 化 酶 和 固定 化 细胞 技术 通用 的 生物 反应 器 类 型 如 图 
| 23 所 示 。 其 中 以 填充 床 反应 器 和 流 化 床 反应 器 最 重要 ,连续 填 
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充 床 反应 器 使 用 很 广 。 这 种 反应 器 根据 底 物 的 流向 可 有 三 


类 型 ; 下 流 式 、 上 流 式 和 循环 流 式 。 


分 批 式 搅拌 缸 反 应 器 连续 式 搅拌 缸 反 应 器 


连续 式 填充 床 反应 器 


下 流 式 
底 物 


ag 7 


固定 化 微生物 细胞 / BE 


连续 式 流 化 床 反应 器 


底 物 


图 23 固定 化 细胞 / 酶 生物 友 应 器 示意 图 
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如 果 反 应 速度 受 底 物 供给 速度 的 影响 ， 可 选用 循环 
式 。 由 于 基质 下 流 会 产生 对 床 的 压力 ， 工 业 生产 中 第 选用 土 
流 式 。 同 样 ， 如 果 反 应 期 间 有 气体 释放 也 最 好 采用 上 流 式 。 
固定 化 生长 细胞 系统 可 能 会 出 现 一 些 问 题 ， 因 为 释放 出 的 细 
胞 可 能 会 造成 除 间 〈 颗 粒 间 的 空间 ) 堵塞 ， 使 抵 物 形成 沟 
流 。 

在 流 化 床 中 ， 当 穿 过 床 的 压力 下 降 等 于 床 重 时 ， 颗 粒 被 
保持 惹 浮 状 态 。 减 压 使 床 堵塞 ， 增 压 则 导 致 颗 粒 从 系统 流 
失 。 

如 果 连 续 式 反应 器 系统 涉及 炸 度 很 大 的 底 物 洲 液 、 气 态 
基质 或 气态 产物 ， 则 利用 流 化 床 反应 器 有 特殊 的 价值 。 固 定 
化 系统 的 颗粒 大 小 对 於 形成 光 消 的 流 化 床 囊 能 是 重要 的 。 
4.7.5 自然 粘 结 固定 化 “在 这 种 固定 化 过 程 中 ， 细 胞 通过 
自然 粘 结 机 制 附着 到 物体 的 表面 ， 然 后 形成 膜 状 生长 物 。 利 
用 这 一 固定 化 技术 的 反应 器 有 : 《〈a) Ee Riva, OTs 
水 处 理 过 程 中 使 用 的 渗 滤 池 或 滴 滤 池 ， 其 上 均 有 菌 膜 生长 。 
Cb) 转盘 式 反应 器 或 生物 转盘 : 微生物 或 动物 细胞 在 部 分 
浸没 的 转盘 上 生长 ， 形 成 膜 状 生长 物 ， 转 盘 通 过 营养 槽 转动 
时 ， 膜 状 生长 物 交 蔡 地 进入 液体 和 空气 ，〈c) 搅拌 饶 或 流 
化 床 反应 器 : 膜 状 生长 物 生长 在 它们 的 小 载体 颗粒 上 ， 由 此 
为 生物 体 的 繁殖 提供 了 广阔 的 表面 积 。 这 些 颗粒 间 的 物理 接 
触 或 磨 蚀 作 用 排除 了 过 量 的 表面 生长 ， 使 膜 的 厚度 保持 相对 
人 恒定。 这 些 颗 粒 可 能 有 多 种 形状 、 大 小 、 多 和 孔 性 和 密度 ， 可 
以 供 多 种 类 型 的 细胞 定居 繁殖 。 

在 不 需要 膜 状 生长 物 的 地 方 ， 鲍 如 传统 的 生物 反应 器 中 
要求 细 胞 只 在 搅拌 的 液体 中 生长 ) ， 有 时 也 会 出 现 膜 状 生 
长 物 现象 。 许 多 微生物 在 液体 反应 器 中 难以 培养 ， 因 为 它们 
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LE REE LIAR RE. CART Ah 这样 的 生长 可 
fie SBULIV RE FUL ERE FE, PHA SIRE. Me 
状 生长 物 系统 有 很 多 与 其 它 固定 化 技术 类 似 的 优点 让 包括 可 
Belk LM =: ee 
JC Py WES ERE Ey LI RE RP AE, 底 物 转化 率 高 和 产品 
SEAMS, =e EN 
气体 扩散 等 特殊 问题 。 

膜 的 厚度 是 影响 这 些 细 胞 薄膜 生物 学 活性 的 重要 因素 。 
已 经 证 明 ， 只 有 在 膜 的 外 层 7o 一 100kza 内 菌 膜 才能 吸收 到 底 
物 。 并 且 因 底 物 浓度 的 不 同 ， 需 氧 层 的 厚度 在 50 一 150km 之 
间 。 

本 章 提要 

酶 是 特异 性 很 强 的 生物 催化 剂 ， 它 可 以 在 温和 的 永 溶液 
生理 条 件 下 以 高 的 转化 率 行使 功能 。 酶 不 但 可 以 在 所 有 活 的 
生物 体内 自然 产生 ， 而 且 可 以 以 胞 外 酶 的 形式 由 生物 体 本 能 
地 分 泌 到 环境 中 。 目 前 ， 已 经 分 离 出 2000 多 种 酶 ， 但 获得 明 
显 商 业 重要 性 的 酶 只 有 约 20 种 ， 并 且 这 些 酶 大 多 数 是 水 解 
酶 ， 如 淀粉 酶 、 蛋 白 酶 、 采 议 本 和 秆 六 江 玖 人 全 和 
有 葡萄 糖 异 构 酶 和 葡萄 糖 氧 化 酶 。 

大 多 数 重要 的 商品 酶 是 用 有 限 数目 的 微生物 生产 的 ， 这 
些微 生物 长 期 以 来 作为 食品 和 饮料 生产 菌 被 人 们 所 接受 5 新 
的 酶 产品 受到 安全 条 例 的 严格 限制 。 

在 工业 上 ， 微 生物 的 胞 外 酶 和 胞 内 酶 采用 液 下 深 饶 发 酝 
法 和 固体 底 物 发 酵 技 术 生产 。 大 多 数 液体 培养 基 是 用 光 种 介 
杂 的 不 定 物 混合 而 成 ， 如 糖浆 、 淀 粉 水 解 液 、 玉 米 浆 和 酵 芭 
提取 液 等 。 酶 的 生产 可 以 通过 环境 与 遗 待 操作 加 以 控制 。 时 

酶 的 使 用 形态 有 水 溶性 游离 态 和 固定 化 状态 两 种 固定 
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化 可 以 防止 酶 在 反应 混合 物 中 扩散 ， 并 且 有 利于 从 产物 流 中 
对 酶 进行 回收 。 在 连续 操作 型 生物 反应 器 中 使 用 固定 化 酶 非 
常 有 利 。 酶 的 固定 化 方法 有 基价 偶 联 、 凝 胶 包 埋 、 胶 辟 化 、 
固体 表面 吸附 和 多 功能 试剂 交 联 等 。 目 前 ， 固 定 化 酶 只 在 有 
限 的 工业 部 门 中 得 到 了 利用 ， 但 在 医学 和 分 析 方 面 将 会 有 进 
一 步 的 应 用 。 

完整 细胞 的 固定 化 技术 利用 了 来 和 目 酶 研究 的 原理 ， 现 已 
得 到 广泛 发 展 。 这 些 技术 可 以 对 单 酶 和 多 酶 系统 进行 利用 ， 
并 且 可 以 避免 元 繁 的 酶 纯化 手续 。 实 际 固定 化 的 细胞 可 以 是 
死 细胞 、 遂 止 细胞 和 活 牙 生 长 的 细胞 ， 并 且 可 以 进行 适当 处 
理 ， 使 特定 分 子 容 易 通 过 细胞 膜 进 出 。 这 种 “渗透 化 过 程 ” 
包括 在 细胞 膜 上 形成 小 孔 ， 而 酶 则 仍 保 持 在 细胞 内 。 固 定 化 
活 细 胞 的 辅助 因子 再 生 作 用 ， 在 生产 上 是 个 重要 的 优点 。 与 
游离 酶 和 固定 化 酶 相 比 ， 用 完整 细胞 进行 多 酶 反应 更 加 有 
利 。 

国定 化 酶 和 细胞 最 通用 的 反应 器 系统 是 填充 床 反 应 器 和 
流 化 床 反 应 器 。 

细胞 还 可 以 通过 自然 粘 结 机 制 贴 附 到 物体 表面 ， 并 且 随 
后 形成 生长 物 膜 从 而 被 固定 化 。 应 用 这 些 技术 的 例子 有 : B 
滤 池 或 消 滤 地， 转盘 反应 器 或 生物 转盘 以 及 抄 拌 饶 和 流 化 床 
反应 需 中 载 休 颗粒 上 的 膜 状 生长 物 等 。 
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第 五 章 ” 出 料 加 工 


出 料 加 工 是 指 从 发 酵 过 程 中 分 离 和 提纯 一 种 或 多 种 所 需 
产 胸 的 过 程 。 出 料 加 工 过 程 的 设计 与 有 效 实施 是 使 所 需 产品 
进入 商业 利用 的 极其 重要 的 一 步 。 在 这 一 过 程 中 , 要 尽量 争取 
减少 所 需 产 物 的 任何 不 必要 的 损失 .在 生物 工程 中 , HR 
fee NT ee 
AQ, A RAR ES AS J 4 0% 
二 二 因 于 ) . wae wena 
应 回 控 制 的 改善 ， 以 发 酵 为 基础 的 生产 效率 在 不 断 提高 。 与 
ile, ACCC SERA 
式 ， 出 料 加 工 过 程 的 增值 因子 将 会 更 大 。 

在 一 般 的 生物 工程 过 程 中 ， 生 物 催化 剂 与 有 栅 底 物 反应 ” 
后 ， 除 产生 所 需 产 物 外 ， 还 产生 数量 不 等 的 不 需要 的 副 产 
物 。 在 不 同 的 工艺 过 程 中 ， 发 酵 底 物 中 矶 素 的 最 终 去 向 不 尽 “ 
相同 。 在 大 多 数 以 生物 体 为 基础 的 工艺 过 程 中 ， 碳 素 被 大 部 


分 转化 为 生物 物质 和 呼出 的 二 氧化 矶 ， 一 般 上 只 有 少量 的 矶 素 


被 转化 为 所 需 产 物 。 表 30 列 出 了 一 些 典型 产物 在 工业 发 醇 过 
程 终点 时 的 浓度 。 
实际 上 ， 在 大 多 数 生 物 工程 过 程 中 ，20 一 50 驳 的 碳 底 物 
被 转化 为 CO 和 其 它 气 体 。 收 集 发 酵 气体 《特别 是 CO5s) 可 
作为 工艺 过 程 中 的 一 项 重要 的 额外 收入 。 | 
大 多 数 生物 工程 过 程 是 在 大 容量 的 液体 中 生产 低 浓度 的 
所 需 产 物 。 在 现行 的 出 料 加 工 过 程 中 ， 大 量 不 需要 的 副 产 物 
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#230 ZRN ESR ORE mel 


a 物 浓度 ( 克 / 升 ) 
维生素 B， 0.92 
KB Ba 1 一 5 
抗 生 FR 10 一 30 
所 wy 黄 = 10—15 
脂 类 10 一 30 
单 细胞 蛋白 30—50 
有 机 酸 40—100 
Z 醇 70 一 120 


最 后 需 作 为 废物 处 理 。 使 用 后 的 发 酵 液 常 被 视 为 废水 。 现 - 
在 ， 迫 切 需 要 将 这 种 有 机 混合 物 作为 进一步 加 工 的 底 物 或 其 
它 有 用 产物 的 直接 来 源 。 在 发 酵 过程 中 排放 的 废 流量 可 能 大 
得 惊人 。 一 个 大 的 SCP 工 厂 排放 的 废 液 量 和 相当 于 一 个 约 20 万 
人 嘱 的 城市 排放 的 总 污 永 量 。 可 见 ， 生 物 工程 要 想 在 将 来 与 
利用 有 机 物质 生产 有 用 商品 的 化 学 加 工业 展开 竞争 并 取得 成 
功 ， 必 须 对 这 一 严重 浪费 的 环节 进行 大 的 改革 。 

在 第 一 章 中 ， 对 生物 工程 的 操作 规模 进行 了 和 概括。 本 章 
将 主要 阐述 小 规模 操作 的 工艺 过 程 ， 因 为 小 规模 操作 的 工艺 
过 程 代表 了 目前 生物 工程 获 利 的 主要 部 分 。 同 时 ， 对 于 大 中 
规模 操作 的 工艺 过 程 也 将 作 适 当 考 虑 ， 因 为 在 这 类 工艺 过 程 
中 ， 要 想 与 化 学 加 工业 展开 成 功 的 竞争 ， 必 须 对 出 料 加 工 过 
程 进行 大 的 改造 。 

原则 上 ， 从 大 量 液体 中 有 效 分 离 低 浓 度 产 物 的 出 料 加 工 
it 过 程 ， 其 中 心 环节 是 〈a) 处 理发 酵 液 实现 液 相 与 固 相 的 分 
Bi, Ml Cb) 对 来 自 液 相 的 产物 进行 浓缩 与 提纯 。 
】 ， 亚 在 或 有 可 能 由 生物 工程 过 程 生产 ， 并 需要 经 过 一 定 程 
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nie er a - 表 31。 
表 31 目前 和 将 来 的 发 酵 产 部 
SS UU!!! 


醉 类 氨基 酸 类 
a 色 AB 
an 本 & 苏 RB 
sated 蛋 氨 酸 
甘 醉 ( 乙 二 醇 、 丙 二 醇 、 丁 天 冬 氨 酸 
二 醇 ) ARB 
两 三 醇 aspartame( 一 种 二 肽 ) 
A PLR 抗生素 类 
醋酸 (和 醋 ) eR E 
两 ” 栈 LWBE 
ree 红 § x 
延 胡 索 酸 KX 
RR a 
ak HEBK 
葡萄 糖 酸 # ok i 
# 檬 酸 RABE 
KA, BAR gi ia : 
干扰 素 A 柄 . eet 
Ives BR ee 
生物 杀 虫 剂 类 ERTS: 
a ‘ech i 
病 ” 毒 TOY 


BRE EM EMAAR. NT TE WBE 
IBLE AIDE IE Dh A SE AE IS, ABE AR 
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增加 产物 浓度 。 

某 种 生物 工艺 过 程 中 所 含 的 细胞 或 生物 量 组 分 可 以 是 十 
分 复杂 的 ， 它 们 因 使 用 的 细胞 类 型 的 不 同 而 有 着 本 质 的 差 
异 。 生 物 量 通常 是 一 种 可 压缩 的 具有 很 大 粘性 的 胶 质 固体 ， 
并 且 可 以 形成 粘 滞 的 浆液 。 生 物 工 艺 过 程 的 生物 量 组 分 可 以 
是 所 需 的 产物 (3CE) ， 可 以 是 产物 的 贮藏 库 〈 如 胞 内 酶 )， 
也 可 以 是 不 再 需要 的 副 产 物 或 废物 。 因 此 ， 在 考虑 生物 量 分 
离 的 策略 时 ， 以 上 特点 将 决定 方法 的 选择 。 

发 酵 液 一 旦 离开 了 能 控制 的 生物 反应 锅 环 境 后 ， 可 能 变 
得 很 不 稳定 。 许 多 发 酵 过 程 在 高 度 强制 的 通气 条 件 下 进行 。 
当 发 酵 液 脱离 这 种 有 利 的 环境 时 ， 可 能 出 现 部 分 的 厌 氧 生 
活 ， 使 系统 发 生 急剧 的 变化 。 这 时 ， 细 胞 解体 ， 产 物 被 呼吸 
利用 ， 不 稳定 的 产物 遭 到 破坏 。 

杂 商 污染 问题 也 是 大 多 数 发 酵 系统 面临 的 严重 问题 ， 因 
为 大 多 数 用 过 的 发 酵 液 仍 含 有 适合 一 般 杂 菌 利用 的 丰富 营 
养 。 杂 菌 的 存在 可 能 破坏 产物 或 使 发 酵 液 变性 。 杂 菌 污染 受 
温度 影响 很 大 。 加 工 小 容量 产品 《如 酶 、 抗 生 素 ) 时 ， 可 以 
将 温度 由 操作 温度 30C 迅速 降 到 5C 。 但 是 ， 对 于 大 容量 产 
品 的 加 工 应 则 尽量 避免 降温 ， 因 为 降温 过 程 花费 很 大 。 建 立 
大 型 冷冻 厂 的 投资 费 是 很 高 的 ， 这 样 做 会 严重 影响 总 的 生产 
成 本 。 

那么 ， 制 订 有 效 初级 出 料 加 工 计划 时 应 该 考虑 的 主要 准 
则 是 什么 呢 ? 出 料 加 工 一 般 是 分 多 步 进 行 的 ， 应 考虑 以 下 的 
全 部 或 部 分 基本 原则 : 

C1) 所 有 过 程 应 该 以 最 大 程度 地 回 收 所 需 产物 和 尽量 
减少 不 需要 的 化 合 物 存在 为 目的 。 

(2) 由 于 要 快速 处 理 大量 出 料 ， 因 此 加 工 设备 应 坚实 
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可 蕉 ， 与 化 学 过 程 明 显 不 同 的 是 ， 生 物 学 过 程 带 有 许多 在 化 
汪 上 与 所 需 产 物 十 分 不 同 的 其 它 物 质 ， 而 且 可 能 带 有 杂 闭 。 
因此 ， 开 始 用 于 粗 分 离 的 设备 不 应 太 敏 感 ， 应 允许 产物 变异 
疗 制 在 一 定 限度 内 。 工 艺 过 程 需要 多 少 步骤 是 很 重要 的 ， 因 
为 投资 费用 和 操作 费用 往往 与 步骤 的 多 少 成 正比 。 因此， 如 
工 过 程 的 步骤 数 应 尽量 减少 到 最 低 限 度 。 

(3) 使用 的 方法 必须 能 够 使 回收 过 程 最 后 液 林 阶段 的 
流体 体积 比 开始 的 发 酵 液体 积 大 为 减少 。 在 某 些 情况 下 林 
积 的 减少 可 达 1000 : 1。 

(4) 出 半 训 工 过 程 最 后 产生 的 雇 液 应 便 于 循环 利用 或 
作 常 规 的 污水 处 理 。 虽 然 启 液 中 仍 有 相当 数量 未 用 完 的 状 
分 ， 但 它们 只 有 在 大 规模 的 操作 中 才能 被 再 度 利用 或 循环 利 
用 。 生 物 反 应 器 废 液 的 循环 利用 还 只 是 在 一 些 SCP 和 酒精 生 
产 过 程 中 获得 了 经 济 上 的 成 功 。 大 多 数 情况 是 ， 园 体 刻 物 被 
菊 化 ， 液 体 废物 则 被 作为 污水 处 理 。 

(5) 对 于 所 有 的 工艺 过 程 而 言 ， 发 酵 液 一 脱离 反应 天 
应 立即 进行 出 料 加 工 处 理 。 任 何 延 缓和 停顿 不 但 需要 蜡 贵 的 
储 留 设备 而 且 发 酵 液 中 的 产物 很 可 能 变质 。 水 规模 操作 时 ， 
发 酵 液 可 冷却 处 理 ， 但 对 于 某 些 过 程 〈 如 SCP 生 产 ) 中 遇 到 
的 大 容量 来 说 ， 其 能 耗 是 不 允许 的 。 

(6) 由 于 大 多 数 生 物 工艺 过 程 的 产物 浓度 很 低 ， 在 初 
级 回收 阶段 单位 容量 发 酵 液 的 处 理 费 用 将 代表 终 产品 威 本 的 
一 个 重要 部 分 。 对 于 高 价值 低 容量 的 产品 来 说 ;高 的 能 量 输 
入 是 可 行 的 ， 但 对 于 低 价值 高 容量 的 产品 却 是 行 不 通 的 ; Be 
着 工艺 规模 的 扩大 ， 由 于 增强 架 凝 作用 .pH 控制 和 助 滤 作 
用 的 添加 剂 ， 费 用 将 变 得 可 观 起 来 。 

初级 出 料 加 工 过 程 可 利用 多 种 方法 进行 站 方法 的 选择 主 
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要 取决 于 产物 的 理化 特性 。 产 物 初级 回收 的 基本 途径 如 图 24 
所 示 。 

wee A) 是 从 未 过 滤 的 发 酵 液 中 分 离 产 品 的 过 程 。 在 
现行 的 工业 实践 中 ， 这 方面 的 例子 很 少 ， 其 申 包 括 动力 酒精 
工艺 和 某 些 抗生素 〈 如 链 酶 素 ) 的 直接 吸附 。 大 多 数 工 艺 过 
程 采 用 途径 (2) , 它 包 括 固 、 液 相 分 离 和 产物 的 相继 加 工 。 
利用 这 一 途径 的 有 :， 青霉素 的 提取 、 传 统 酒 精工 艺 和 以 固 相 
ty 〈 如 SCP、 胞 内 产物 ) 为 基本 产物 或 固 相 物 中 含有 基本 产 
物 的 过 程 ， 当 然 还 有 所 有 工艺 过 程 中 最 大 的 过 程 一 一 污水 处 
MW, WE 〈3) 现在 很 少 使 用 ， 它 包括 直接 燕 发 过 程 。 

除 直 接 蒸 发 外 ， 与 发 酵 液 处 理 有 关 的 主要 问题 将 取决 于 
发 酵 液 的 物理 和 物化 性 质 ， 无 论 在 发 酵 液 脱离 反应 器 时 ， 还 
是 在 发 酵 液 经 过 架 凝 作用 或 细胞 破裂 过程 等 处 理 后 都 是 如 
此 。 

发 酵 液 的 初级 处 理 ， 以 及 随后 从 固 相 或 液 相 中 分 离 产物 
的 原理 与 方法 ， 将 专门 以 途径 (2) 为 例 作 简单 介绍 。 有 关 
这 些 方 面 的 详细 内 容 请 参阅 Atkinson 和 Mavituna (1983) 
的 权威 性 著述 。 


5.2 发 醇 液 处 理 技术 

调制 处 理 ” 调 制 处 理 即 反 应 器 内 含 物 的 预 处 理 ， 通 常 是 
为 改善 发 醇 液 的 相继 处 理 特性 而 设计 的 。 趴 型 的 调制 过 程 可 
通过 细胞 或 固体 的 絮凝 作用 、 凝 胶 的 凝固 作用 或 在 必要 时 打 
破 细胞 释放 细胞 内 产物 〈 如 酶 ) 等 方式 进行 。 对 某 些 细菌 来 国 
说 ， 老 化 往往 可 以 诱发 加 凝 作用 。 但 一 般 来 说 ， 可 北 作 用 可 国 
通过 加 入 化 学 絮凝 剂 ， 如 氧化 钙 或 聚 电解 质 ， 或 通过 热处理 
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ABE pH (ARI PK SLI, PEAT L EI 法 都 能 促使 较 大 的 
面体 团 粒 形成 。 这 些 团 粒 具 有 较 硬 质 的 结构 ， 便 于 分 离 和 脱 
Jk, WG BASSI BAG GE VERE EARLE BH SE 的 那 种 不 透水 的 
膜 。 

调制 过 程 一 旦 成 功 地 用 于 特定 的 出 料 加 工 过 程 ， 它 便 
能 ，《〈1) 增加 固 液 相 分 离 阶 段 的 物料 通过 量 ， (2) 控制 整 
个 发 酵 液 提取 过 程 中 的 固体 的 动 向 和 (3) 减少 整个 发 酝 
液 吸 附 过 程 中 的 污 物 堵塞 。 

细胞 破裂 可 以 是 出 料 加 工 过 程 的 一 个 必要 的 早期 步骤 。 
它 是 指 用 机 械 、 化 学 、 物 理化 学 和 微生物 学 方法 打破 细胞 壁 
和 细胞 膜 ， 使 产物 从 细胞 中 释放 出 来 的 过 程 。 细 胞 破裂 技术 
使 细胞 内 物质 释放 到 液 相 中 成 为 溶质 或 胶 质 。 这 样 释放 出 来 
的 物质 具有 比 原 来 完整 细胞 体积 小 得 多 的 堆积 体积 ， 因 此 减 
少 了 干燥 费用 。 此 外 ， 发 酵 液 中 固体 的 物理 性 质 将 被 改变 ， 
可 增加 表 观 密度 和 防止 形成 不 透水 的 填充 层 将 滤器 阻塞 。 

图 25 给 出 了 各 种 可 资 利用 的 细胞 破裂 技术 。 虽 然 可 用 于 
实验 室 规模 的 破裂 技术 很 多 ， 但 真正 适合 大 规模 回收 过 程 应 
用 的 却 很 少 。 大 规模 细胞 破裂 方法 的 选择 取决 于 (1) 细 
腹 对 破裂 处 理 的 敏感 性 ，〈2) 产物 特有 的 稳定 性 〈3) 从 细 
胞 碎片 中 分 离 产物 的 难 易 程度 ，〈4) 方法 的 速度 和 〈5) 工 
艺 成 本 。 

机 械 破裂 法 主要 有 : 借助 于 高 压 匀 化 作用 的 液体 前 切 破 
列 法 和 包括 碾 磨 过 程 在 内 的 固体 剪 切 破裂 法 。 液 体 剪 切 破裂 
法 的 匀 化 过 程 是 通过 碰撞 、 剪 切 、 空 化 和 高 速 作 用 的 综合 效 
应 来 实现 的 。 固 体 剪 切 破裂 法 是 将 细胞 悬 液 和 固体 颗粒 〈 如 
珠子 或 球 粒 ) 混合 在 一 起 进行 强力 搅拌 。 

细胞 的 化 学 双 解 和 酶 解法 已 在 各 种 操作 水 平 下 使 用 。 碱 
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超声 波 ”Mickle 搅 切 French 压 榨 器 MSHA ” Hughes 压榨 器 
me a RMSRE Rl XERS | 
Chaikoff 压 棕 
器 非 机 械 方 法 
干燥 法 裂解 法 
| | | | 
物理 裂解 化 学 裂解 a 
空气 干燥 渗透 爆破 法 阳离子 与 阴离子 ”溶菌 酶 及 有 关 酶 
真空 干燥 be 压 法 去 拍 剂 噬菌体 溶菌 作用 
冷冻 干燥 Ue 融 法 抗生素 抗 生 素 : 
溶剂 干燥 甘氨酸 


图 25 细胞 破裂 法 系谱 图 
处 理 可 提供 一 种 经 济 的 细胞 破裂 方法 ， 它 便于 在 大 规模 下 使 
用 以 获得 许多 产品 〈 如 酶 》 。 化 学 处 理 带 来 的 主要 问题 是 成 
本 问题 、 可 能 存在 的 毒性 问题 ， 以 及 化 学 物质 的 回收 问题 ， 
许多 微生物 酶 可 用 于 破裂 微生物 和 植物 细胞 的 外 壁 ， 因 
Ce: Be Sh 
工业 规模 中 加 以 回收 。 


3 固 相 与 液 相 的 分 离 
在 大 多 数 过 程 中 产物 或 处 于 固 相 或 处 于 液 相 ， 首 先 要 全 
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固 相 与 液 相 分 开 ， 而 后 才能 进行 有 效 的 分 离 。 发 酵 液 的 固 、 
液 相 分 离 是 一 项 重要 的 单元 操作 ， 它 包括 沉淀、 过滤、 离 
心 、 浮 选 或 动 电 分 离 等 方式 。 图 26 列 出 了 各 种 可 用 于 左 粒 回 
收 的 单元 操作 。 这 些 方法 取决 于 回收 材 料 的 分 子 或 颗粒 大 
小 ， 并 说 明了 与 选择 的 每 种 方法 有 关 的 物化 特 隆 。 

影响 分 离 的 


<—RBE-? MABE 


颗粒 大 小 | < 

| <- 一 一 一 凝 胶 层 析 一 一 一 -> 

1 <- 一 一 反 渗 透 一 一 > 
扩散 性 -— si 
离子 电荷 < 一 一 电 涂 析 一 一 > 

<——_ WTrk > 
AMBER | <—RiB/4 RRA 
溶解 度 < -一 一 溶剂 鞋 取 一 一 一 
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在 深入 考察 从 固体 或 液体 中 提纯 产物 的 方法 之 前 ， 应 该 
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简单 介绍 一 下 直接 从 未 处 理 的 发 醇 液 中 回收 产品 的 泡 种 方 
法 。 例 如 ， 链 霉 素 和 乙醇 这 两 种 重要 产物 ， 就 是 直接 从 发 酵 
液 中 提取 的 。 用 分 批发 酵 法 生产 的 链 霉 素 ， 可 用 离子 交换 树 
脂 直接 吸附 的 方法 从 生产 的 发 酵 液 中 取出 ， 而 用 连续 发 酵 法 
生产 的 乙醇 ， 可 用 真空 蒸馏 法 分 离 。 真 空 蒸馏 法 提取 乙醇 可 
以 不 影响 生产 酵母 的 生活 力 ， 并 且 人 允许 连续 操作 的 进行 。 
5.3.1 过 滤 过滤 作为 分 离 过 程 的 起 始 步骤 在 实践 中 被 户 
泛 采 用 ， 而 且 特 别 适 用 于 微生物 的 细胞 。 压 滤 机 法 是 使 用 最 
广 的 过 滤 方 法 。 压 滤 机 的 基本 结构 包括 一 系列 可 让 反应 器 浆 
液 通 过 的 滤 室 。 每 个 滤 室 的 表面 均 覆 盖 有 过 滤 介 质 。 过 滤 介 
质 可 使 固体 颗粒 保留 在 压 滤 机 内 ， 滤 液 则 可 通过 滤 布 流入 收 
集 器 供 下 一 步 处 理 。 固 体 在 滤 板 上 积累 增多 时 ， 可 增加 奈 压 
补偿 滤 速 的 损失 。 有 几 种 可 利用 的 压 滤 机 ， 其 过 滤 面 积 可 达 
1000 米 :。 

压 滤 法 的 一 个 主要 障碍 是 生物 固体 的 可 压缩 性 。 增 加 压 
缩 会 导致 滤 饼 结构 崩溃 并 引起 物料 通过 量 下降 。 助 滤 剂 还 可 
能 被 用 于 桥接 过 滤 介 质 上 的 较 大 孔 眼 ， 持 留 细小 颗粒 和 作为 
固体 沉积 的 表面 。 A ae 
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物 处 理 过 程 。 真 空 旋转 过 滤 使 用 的 设备 型 式 各 异 ， 但 都 由 一 
个 圆 简 形 的 转 鼓 组 成 。 转 鼓 下 部 通过 一 个 装 满 要 过 滤 的 生物 
悬 液 的 档 而 旋转 。 转 鼓 的 简 形 外 壳 由 许多 用 过 滤 介质 覆盖 的 
浅 室 组 成 。 转 鼓 通过 液 模 旋 转 时 ， 对 下 部 的 浅 室 施 以 真空 ， 
滤液 通过 这 些 浅 室 后 通过 和 泵 的 作用 排出 。“ 绳 索 与 刮刀 
滤 饼 清除 法 ”可 清除 累积 的 固体 ， 并 能 使 滤 饼 被 连续 稳定 地 
清除 。 

5.5.2 漂浮 、 沉 降 与 离心 OR 漂浮 分 离 是 酒精 钦 料 
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工业 和 上 废水 处 理工 艺 中 传统 使 用 的 方法 之 一 。 这 种 方法 主要 
依靠 细胞 上 升 到 液 面 而 被 收集 的 能 力 。 漂 浮 法 利用 细胞 泽 力 
形成 富 含 固 体 的 泡沫 ， 从 而 使 固体 与 澄清 的 液体 分 开 。 
离心 与 沉降 过 程 都 有 赖 于 颗粒 的 大 小 和 刚性 程度 。 沉 降 
潜 也 是 某 些 工 业 〈 如 废水 处 理 和 酒精 饮料 工业 )》 中 传统 使 用 
的 方法 之 一 。 在 沉降 法 中 ， 颗 粒 或 细胞 通过 简单 的 重力 过 程 
下 沉 到 收集 饶 的 底部 。 离 心 分 离 原 理 已 得 到 广泛 的 发 展 ， 这 
些 原 理 已 在 实验 室 水平 用 于 生物 固体 的 分 离 ， 但 用 于 工业 规 
模 的 操作 仍 有 困难 ， 并 且 成 本 较 高 。 有 效 的 离心 操作 要 求 颗 
粒 与 液体 间 存 在 较 大 的 密度 差异 ， 并 且 要 求 液体 粘度 低 ， 这 
些 特性 是 一 般 的 生物 系统 所 不 具备 的 。 实 际 上 ， 工 业 上 的 离 
心 操作 采用 高 角速度 低 容 量 的 离心 机 进行 。 工 业 上 已 研制 出 
一 系列 可 用 于 分 离 微生物 细胞 、 细 胞 碎片 和 沉淀 物 的 离心 机 
(如 管 简 式 .多 室 式 , 矶 片 式 和 挂 篮 式 离心 机 ) 。 立 轴 操 作 的 
离心 分 离 可 产生 奶油 或 流 泥 状 的 固体 ， 而 使 用 卧 简 机 进行 离 
心 分 离 可 产生 污 泥 状 的 固体 。 
5.5.5 空心 纤维 涉及 空心 纤维 的 新 概念 为 从 发 酵 
液 中 分 离 细菌 、 病 毒 和 类 似 有 机 物 提 供 了 简便 、 迅 速 和 经 济 
的 手段 。 这 一 独特 的 方法 可 获得 快速 纯化 的 效果 ， 而 且 没 有 
热 和 气 溶胶 形成 ， 不 会 导致 变性 或 其 它 常 见 的 问题 。 空 心 纤 
维 的 特殊 膜 结构 可 有 效 地 处 理 物 料 并 且 和 孔 眼 不 会 阻塞 。 这 种 
Hee CGEM IRIE) 是 各 向 异性 的 ,其 表面 孔径 最 小 ， 
其 下 是 高 度 可 透 性 的 亚 结构 。 由 于 膜 的 表面 特性 ， 细 菌 和 病 
毒 以 及 比 筛 孔 大 的 溶质 都 无 法 透 过 。 由 于 所 有 滞留 过 程 发 生 
”在 膜 的 表面 ， 过 滤 基 质 不 会 堵塞 ， 因 此 可 以 保持 高 流速 。 这 
些 膜 装 置 使 用 错 流 系统 或 切 向 流 系统 , 料 液 在 膜 上 循环 流动 ， 
连续 地 清除 沉积 物 。 | 
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理 大 容量 的 物料 时 ， 可 将 空心 纤维 丝 集结 成 束 以 满足 各 种 生 
产量 的 需要 。 常 规 使 用 的 容量 均 在 10 000 升 以 上 。 目 前 ,这 
些 系统 在 生物 工艺 过 程 中 正在 越 来 越 多 地 被 采用 。 
5.3.4 MSE 这 些 分 离 方法 可 产生 固体 含量 很 高 的 蚀 
状 物 或 沉积 物 ， 并 且 包 括 在 电极 处 收集 固体 。 该 法 使 用 的 电 
压 〈10 一 50Vcm-:) 可 在 电导 液 中 引起 电解 而 造成 能 量 的 浪 
费 。 
发 酵 液 经 不 同方 法 完成 初级 处 理 和 分 离 后 ， 所 需 产物 将 
主要 分 布 在 固体 或 液体 中 。 这 时 的 产物 有 的 已 经 可 以 作为 产 
品 出 售 。 然 而 ， 在 通常 情况 下 ， 初 级 分 离 后 的 产物 还 需要 进 
行 有 限 的 .甚至 广泛 的 进一步 纯化 才能 达到 公认 的 产品 标准 。 


5.4 固 相 内 产物 


发 酵 液 的 初级 分 离 可 产生 以 下 形态 的 固体 之 一 : 奶油 状 
《固体 含量 约 15 多 wy/Y) 、 脱 水 污 泥 状 〈 固 条 含量 20 一 25 克 
w/v) 或 湿 男 体 状 〈 固 体 含 量 40 驳 wy/v 以 上 ) 。 滥 固体 可 以 
用 来 直接 销售 ， 但 一 般 为 了 保证 产品 的 稳定 性 ,- 湿 男 体 还 要 
进一步 干燥 。 a | 

固体 的 脱水 程度 要 根据 终 产品 的 使 用 情况 决定 5 大 多 数 
产品 通常 需要 贮藏 一 段 时 间 ， 为 了 防止 变质 ， 含 水 量 应 降低 | 
到 5 儿 左 右 。 干 燥 技术 的 选择 涉及 时 间 与 温度 的 关系: 后 燥 
时 间 长 的 ， 可 以 使 用 较 低 的 温度 ， 而 干燥 时 间 短 的 ， 则 要 求 
使 用 较 高 的 温度 。 实 际 上 ， 短 时 间 干 燥 法 使 用 较为 普遍 其; 
中 包括 麦 面膜 干燥 器 〈 鼓 式 或 带 式 ) 、 喷 雾 和 胃 间 于 燥 器 法 : 
喷雾 和 了 豚 间 于 燥 器 必须 在 输入 干燥 空气 的 高 温 降 条 件 下 行使 
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功能 ， 有 时 使 用 30 了 以 上 的 入 口气 温 。 发 酵 固 体 干燥 时 ， 任 
何 停顿 都 将 增加 微生物 污染 和 产物 分 解 事 件 的 发 生 。 

生物 量 可 以 从 湿 污 泥 阶段 提取 ， 也 可 以 从 于 燥 的 形式 中 
提取 。 当 使 用 溶剂 萃取 法 时 ， 为 了 从 生物 量 中 除去 残留 的 狐 
量 溶剂 ， 使 它 可 用 来 作 动物 饲料 ， 震 又 进行 汽 提 。 能 量 成 本 
因 了 于 对 所 有 干燥 过 程 共有 重要 影 啊 。 

单 细胞 和 蛋 需 要 在 减少 活 生 物 体 数 的 条 件 下 干燥 .例如 ， 
用 于 面包 工业 的 酵母 可 以 用 两 种 形式 获得 ， 一 种 是 压缩 馆 形 
i, 另 一 种 是 活性 于 燥 形 式 。 压 缩 馆 形式 只 能 贮藏 较 短 时 间 ， 
因此 需要 较 快 使 用 《〈 儿 天 内 ) ”而 干燥 形式 则 几乎 具有 无 限 
的 稳定 性 ,产品 可 以 贮藏 或 舶 运 海 外 而 不 发 生 大 的 活性 损失 。 


5.5 从 澄清 液 相 中 分 离 产物 


已 发 现在 发 酵 液 分 离 的 这 个 阶段 ， 占 很 天 比例 的 生物 工 
程 产品 被 包含 在 液 相 中 。 这 类 产品 包括 酶 、 有 机 酸 、 氨 基 
酸 、 多 糖 和 许多 其 它 具 有 不 稳定 结构 的 和 僵 白 质 类 分 子 。 分 离 
技术 包括 目前 使 用 的 普通 加 工 工艺 到 专门 为 分 子 生 物 学 发 展 
起 来 的 技术 。 目 前, 一 系列 实验 室 技术 被 发 展 用 于 液 相 系 统 的 
产物 分 离 ， 这 些 技术 中 很 多 可 在 工业 上 用 于 大 规模 操作 s 分 
于 的 大 小 与 构 型 将 决定 哪 种 方法 可 资 利 用 《图 26) 。 与 化 学 
方法 相 比 ， 物 性 方法 〈 特 别 是 非 热力 学 的 物理 方法 ) 对 生物 
学 过 程 更 有 利 ， 使 用 也 较 多 。 最 后 ， 方 法 的 选择 取决 于 产品 
质量 、 时 间 、 经 济 性 和 适当 设备 的 可 用 性 。 

从 大 多 数 生物 工程 过 程 的 性 质 来 看 ， 液 相 是 稀释 的 产物 
来 源 ， 倘 者 不 及 时 处 理 很 容易 变质 。 迅 速 加 工 成 较 稳 定 的 浓 
缩 物 是 最 重要 的 。 
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质 〈 如 乙醇 、 丙 酮 、 丁 醇 ) 宜 采 用 蒸馏 法 ， 而 不 太 稳 定 的 化 

合 物 宜 采 用 在 常温 或 低温 下 操作 扩散 、 吸 附和 许多 其 它 一 些 
物理 过 程 的 方法 。 目前 广泛 使 用 的 多 数 工 业 过 程 可 以 认为 是 
小 规模 操作 ， 随 着 操作 规模 〈 第 一 章 ) OTK, SVBRE 
新 型 的 技术 。 

终 产品 的 纯度 水 平 因 产 品类 型 和 公认 的 纯度 标准 而 异 。 
例如 ， 有 机 酸 、 氨 基 酸 和 维生素 等 化 合 物 主要 以 高 纯度 产品 
出 售 ， 而 大 多 数 酶 、 疫 苗 和 类 固 醇 则 很 少 分 离 成 纯 的 产品 。 
工业 上 使 用 的 多 数 酶 〈 如 淀粉 酶 、 重 白质 酶 、 果 胶 酶 浓度 
通常 为 1 一 5 匈 。 有 关 产 物 分 离 技术 的 实例 见 图 27 和 28。 


产物 最 后 回收 的 成 本 各 不 相同 ，SCP 和 乙醇 的 回收 成 本 


较 低 ， 而 疫 亩 、 PE SE 
贵 的 技术 。 

除了 干燥 、 ARATE ELIE, HE 所 有 出 料 
加 工 过 程 都 是 在 室温 或 更 低 的 温度 下 进行 的 。 

下 面 简要 介绍 一 下 用 于 从 液态 中 提取 产物 的 主要 单元 操 
作 所 涉及 的 原理 。 
5.5.1 沉淀 沉淀 作为 产物 分 离 与 纯化 的 手 氏 被 广泛 用 


于 工业 规模 的 操作 ， 而 且 可 用 无 机 盐 、 有 机 溶剂 或 高 分 子 量 、 


的 多 聚 物 进 行 。 通 过 卷 速 沉淀 ， 产 物 可 保留 在 溶液 中 或 聚集 
为 沉淀 物 ， 从 而 可 排除 许多 和 杂质， 特别 是 蛋 和 所 质 。 从 液态 的 
溶液 中 提取 本 檬 酸 时 , 可 以 使 柠檬 酸 首先 生成 柠檬 酸 钙 沉 淀 ， 


然后 用 硫酸 洛 解 疗 模 酸 钙 效 得 CaSO, 除 去 钙 。 这样 获得 的 相 时 


当 纯 的 柠檬 酸 溶液 然后 可 进行 蒸发 和 结晶 处 理 《 图 277 5 
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硫酸 匀 或 硫酸 钙 等 中 性 盐 长 期 被 用 于 从 液态 的 混合 物 中 
盐 析 分 离 蛋 白质 的 过 程 。 硫 酸 铵 成 本 低 、 溶 解 度 高 、 无 毒性 ， 
并 具有 使 许多 酶 稳定 化 的 趋势 。 

有 机 溶剂 被 广泛 用 于 产物 的 分 离 ,特别 是 蛋白 质 的 分 离 。 
一 般 认 为 ， 有 机 溶剂 可 降低 介质 的 介 电 常数 ， 人 允许 带 相反 电 
荷 的 蛋白 质 分 子 成 为 复合 分 子 而 沉淀 。 特 别 是 ， 甲 醇 、 乙 醇 
和 蜡 丙 醇 已 在 工业 上 使 用 ， 但 由 于 这 些 溶剂 比较 贵重 ， 因 和 而 
”回收 成 本 较 高 。 离 心机 的 气 溶胶 遏制 与 激发 试验 是 必要 的 投 
入 。 有 机 溶剂 还 被 广泛 用 于 某 些 抗生素 的 回收 。 

葡 聚 糖 和 聚 乙烯 乙 二 醇 等 高 分 子 量 多 聚 物 有 时 也 被 用 于 
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图 ?8 NaN Ae a eA PN SOm Se EE 
计算 ， 其 中 包括 操作 时 间 10 小 时 .清洗 时 间 细 是- 
活力 数据 适合 于 酰胺 酶 we 


使 蛋白 质 沉 淀 的 过 程 . 这 些 技术 在 实验 室 规 模 上 成 本 较 低 , 但 
在 工业 规模 上 由 于 从 产物 中 除去 外 来 的 沉淀 多 育 物 较 困 难 ， 
因而 成 本 较 高 。 
5.5.2 落 膜 过 滤 薄膜 过 滤 是 一 种 无 蒸发 地 浓缩 溶 质 和 
除去 水 的 工艺 操作 。 为 了 使 水 通过 半 透 膜 ， 施 用 的 压力 必须 
大 于 膜 两 边 的 渗透 压力 差 。 薄 膜 分 离 技术 主要 在 常温 下 进行 
(车 发 与 冷 冻 于 燥 技 术 却 不 同 ) 。 因 此 可 避免 产物 的 破坏 ， 
如 和 蛋白 质 的 降解 。 

反 渗 透 和 超 滤 都 是 压力 驱动 的 薄膜 过 滤 过 程 ， 其 部 分 深 
质 的 分 子 量 范 围 低 于 500 一 1000， 落 膜 对 这 些 物 质 具 有 阻截 
作用 。: 起 初 ， 这 些 半 透 膜 〈 由 酮 酸 纤维 或 聚 酰 胶 制 成 ) 被 用 
于 海水 和 咸 淡 水 的 脱盐 。 如 今 这 些 膜 的 新 一 代 得 到 了 发 展 : 
这 种 新 一 代 的 膜 叫 薄膜 复合 膜 。 这 种 膜 由 更 耐 腐 蚀 的 材料 制 
成 ， 并 且 能 够 在 高 温和 宽 的 p 也 值 条 件 下 操作 。 这 种 膜 通 第 很 
薄 ， 具 有 和 孔径 严格 的 多 和 孔 结构 ,并 且 被 结合 在 一 种 厚 为 125 一 
2501am 的 粗糙 材料 上 ， 因 此 可 提高 机 械 强 度 ， 抵 抗 高 的 液压 
力 。 原 则 上 ， 这 些 膜 应 该 允许 高 的 透 过 率 ， 并 有 十 分 明确 的 
分 子 量 阻截 点 。 

这 种 膜 的 主要 问题 是 ， 寿 命 受 污 损 影 响 很 大 。 清 洗 不 当 
可 导致 透 过 率 下 降 ， 形 成 与 其 它 产物 的 交叉 污染 ， 还 可 能 引 
起 微生物 污染 。 因 此 必须 经 常 细心 地 加 以 维护 。 尽 管 如 此 ， 
这 些 新 的 特殊 菏 膜 在 发 酵 液 的 液 相 浓缩 过 程 中 将 获得 更 广泛 
的 应 用 ， 这 一 点 是 非常 乐观 的 。 
5.5.5 Bm 层 析 指 可 通过 含有 精细 分 级 物质 的 层 析 柱 ， 
选择 性 地 限制 溶质 通过 率 的 一 系列 技术 。 层 析 法 一 般 只 在 发 
醇 产 物 提 纯 的 后 期 使 用 。 典 型 的 层 析 法 可 以 包括 四 种 独立 的 
层 析 技术 。 
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5.5.3.1 吸附 层 析 在 这 类 层 析 中 ， 许 多 无 机 化 合 物 《 包 
括 氧化 铝 、 活 性 炭 、 羟 磷 灰 石和 硅 藻 土 》 利用 范 德 华氏 引力 
和 空间 互 作 吸附 蛋白 质 和 其 它 低 极 性 含量 的 物质 。 这些 低 成 
本 的 技术 被 广泛 用 于 许多 的 生物 工程 过 程 ， 如 链 拇 素 航 头 苑 
WAS WE. 
6.6.3.2 kf ke 亲 和 层 析 是 一 种 特别 有 效 的 吸附 层 
析 类 型 。 在 亲 和 层 析 中 , 柱 的 基体 含有 一 种 分 子 或 配 基 , EM 
要 分 离 的 物质 具有 高 度 特 异性 的 束缚 性 亲和力 。 这 种 结合 是 
特异 性 的 并 且 是 可 逆 的 .通过 改变 条 件 使 之 不 再 有 利于 结合 ， 
即 可 实现 洗 脱 。 亲 和 层 析 基体 的 这 种 高 度 特异 性 和 能 力 意 味 
着 好 的 流速 和 快速 的 分 离 与 纯化 ,因为 柱 床 体积 一 般 是 小 的 . 
在 某 些 类 型 的 亲 和 层 析 中 , 特异 性 的 化 合 物 通 过 共 价 键 与 
珠 状 琼 脂 糖 凝 胶 偶 联 。 例 如 , 葡 聚 糖 硫酸 酯 琼脂 糖 可 用 于 分 离 
各 种 对 葡 聚 糖 硫酸 酯 表现 特异 性 和 可 逆 性 亲 和 的 大 分 子 ; 这 
类 产物 包括 肝炎 B 表 面 抗原 、 有 B- 脂 蛋白 和 应 纤维 蛋白 质 。 大 
规模 亲 和 层 析 在 生物 工程 中 是 一 个 重要 性 正在 增加 的 领域 ， 
在 人 于 扰 素 的 纯化 方面 正在 得 到 应 用 ， 并 且 正 在 用 于 从 医用 
物质 中 排除 痕 量 的 污染 物 ， 如 热 原 、 病 毒 、 蛋 白水 解 酶 等 。 
大 规模 亲 和 层 析 还 可 用 于 酶 的 纯化 〈 表 32) © 
5.5.3.3 离子 交换 层 析 这 种 方法 的 分 离 取 决 于 蛋白 质 
的 净 电 荷 、 电 荷 密度 和 分 子 大 小 以 及 溶液 的 p 五 值 和 离子 强 


度 。 树 脂 和 纤维 素 是 两 种 最 常用 的 离子 交换 物质 。 这 些 不 溶 


于 水 的 多 聚 物 可 以 以 阳离子 交换 剂 或 阴离子 交换 剂 形式 出 

现 。 树 脂 物 理性 质 稳 定 ， 填 充 到 层 析 柱 中 时 沉降 块 ， 并 且 具 

有 高 的 流速 和 高 的 蛋白 质 吸附 能 力 .通过 控制 离子 强度 或 pH 

值 〈 或 同时 控制 离子 强度 和 pH 值 ) 可 进行 洗 脱 。 

5.5.3.4 MMITRAM 近年 来 这 种 层 析 方法 已 经 十 分 
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滤 层 析 中 ， 分 子 组 分 不 被 东 缚 ， 并 且 可 通过 改变 元 素 的 性 质 
而 选择 性 地 洗 脱 ， 分 子 的 分 离 是 由 于 分 子 在 通过 筷 眼 时 受到 ， 
的 阻 滞 作 用 不 同 而 实现 的 。 从 原理 上 讲 ， 凝 胶 过 滤 是 溶质 分 
子 在 易 流 动 的 溶剂 相 与 组 成 固定 相 的 多 和 孔 凝 胶 内 部 空间 所 你 
持 的 洲 剂 相 之 间 进 行 的 扩散 分 配 过 程 。 扩 散 交 换 发 生 在 园 定 
相 与 流动 相 之 间 。 凝 胶 过 滤 过 去 主要 用 于 小 的 实验 室 规模 控 
作 ， 但 这 些 原理 在 大 规模 产物 精制 过 程 中 的 应 用 进展 很 快 。 
PRAY LEE 〈 如 比 胶 基质 、 洗 脱 条 件 和 床 高 等 ) 可 
以 首先 在 实验 室 优 化 。 层 析 过 程 由 实验 室 水 平 加 以 放大 ， 可 
肖 过 增加 床 宽 但 不 增加 凝 胶 床 高 度 的 方式 获得 。 这 样 ， 以 前 
制订 和 优化 的 所 有 参数 均 可 原封 不 动 地 移植 到 大 规模 系统 。 
在 商业 规模 上 , 利用 交 联 葡 聚 糖 凝 胶 Sephadex G-5, 可 在 狂 
胰岛 素 或 牛 胰岛 素 的 后 期 精制 过 程 中 除去 胰岛 素 原 和 其 它 高 
分 子 打 质 。 


5.6 产品 的 稳定 性 


大 多 数 由 生物 工程 过 程 生产 的 终 产物 具有 一 定 程度 的 不 
稳定 性 ， 因 此 必须 加 工 成 适合 稳定 贮存 的 形式 。 和 干燥 是 迄今 
提高 产品 稳定 性 使 用 最 广 的 方法 。 干 燥 技 术 的 具体 选择 ， 应 
根据 技术 的 成 本 和 达到 最 高 产品 稳定 性 水 平 的 可 能 性 决定 。 

喷雾 干燥 已 被 广泛 地 采用 ， 它 依靠 料 液 以 雾 滴 形 式 分 散 ， 
于 热气 流 中 。 水 分 被 蒸发 ， 留 下 随后 可 以 收集 和 包装 的 干燥 ， 
的 固体 颗粒 。 流 化 床 可 以 在 较 低 温度 时 使 用 ， 而 各 种 膜 式 车 ， 
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Be CAA RRE30C) 可 以 广泛 使 用 〈 特 别 是 用 于 酶 ) 
冷冻 干燥 一 般 用 于 稳定 性 很 差 的 产品 ， 但 投资 和 操作 成 本 较 
出。 

有 的 产品 以 竹 燥 形式 出 售 ， 它 们 包括 有 机 酸 、 氮 基 酸 、 
抗生素 、 多 糖 、 酶 、SCP 等 等 。 有 的 产品 不 便于 干燥 ， 或 者 
所 需 产 品 为 液态 形式 。 此 时 ， 产 品 贮存 的 稳定 性 主要 受 两 大 
因素 影响 : 微生物 对 溶液 中 产物 的 分 解 和 和 蛋白质 的 变性 。 

限制 液态 产品 中 微生物 生长 的 方法 包括 利用 化 学 防腐 
剂 、 低 热 灭 菌 、 加 盐 和 多 羟基 醇 、 辐 射 以 及 利用 高 度 浓 缩 的 
盐 溶 液 和 糖 深 液 等 。 低 温 贮存 虽然 也 可 抑制 微生物 生长 ， 但 
一 般 无 法 在 公认 的 有 效 保存 期 内 使 产品 保持 恒定 的 低温 。 

液态 溶液 内 产物 〈 特 别 是 蛋白 质 ) 的 变性 问题 是 个 有 待 
宽 服 的 难题 。 洲 液 中 的 革 些 酶 在 存在 某 些 离 子 ( 如 Ca++) 时 
稳定 性 可 大 为 改善 。 其 它 防护 性 措施 包括 加 入 氧气 结合 与 整 
合剂 、 利 用 缓冲 液 、 挫 入 底 物 、 排 除 污染 性 蛋白 溶解 酶 等 。 

虽然 产品 产量 的 许多 改进 将 继续 有 待 于 整个 生物 工艺 过 
程 的 “积极 的 ”一 面 一 一 生物 的 选择 与 改良 以 及 生产 技术 的 
改进 ， 但 对 于 大 多 数 产 品 来 说 ， 通 过 大 力 加 强 产物 分 离 与 精 
制 过 程 ， 仍 能 增加 产物 形成 的 经 济 性 。 


5.7 利用 重组 DNA 技 术 的 前 最 


商业 性 的 生物 工艺 过 程 能 否 取 得 成 功 和 有 利 可 图 与 许多 
因素 有 关 ， 其 中 包括 所 选 生物 的 特性 、 培 养 基 的 成 本 、 需 要 
的 设备 、 发 酵 与 操作 成 本 以 及 分 离 与 精制 过 程 的 成 本 等 。 显 
然 ， 经 济 分 析 必 须 着 眼 于 如 何 使 生产 成 本 与 市 场 的 现实 价格 
相 适 应 。 因 此 ， 对 生物 进行 遗传 操作 提高 发 酵 速 率 ， 可 减少 
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投资 与 操作 成 本 提高 经 济 效益 。 

证 多 新 的 生物 工程 产品 将 是 蛋白 质 和 酶 。 目 前 遗传 工程 
二 发 醇 工程 的 发 展 正在 对 出 料 加 工 过 程 产生 重要 的 影响 。 全 
如 ， 许 多 重要 的 工业 酶 淀粉 酶 、 蛋 自 酶 等 ) 可 由 生产 著 活 
牙 地 分 泌 到 体外 ， 因 此 为 出 料 加 工 过 程 提供 了 很 大 的 方便 。 
通过 遗传 操作 使 其 它 原 来 存在 于 胞 内 的 蛋 自 质 ( 如 干 近 素 ) 分 
沁 到 体外 是 非常 可 能 的 ， 这 样 将 简化 产品 的 精制 过 程 ,同样 ， 
洒 过 控制 遗传 活动 选择 性 地 降解 污染 性 蛋 自 质 与 核酸 也 是 可 
能 的 。 最 后 甚至 可 能 将 形成 产物 的 基因 转移 到 其 它 便于 广 匆 
出 料 加 工 的 更 合适 的 生物 中 。 

本 章 提要 

出 料 加 工 即 生物 工艺 过 程 的 产品 精制 ， 代 表 了 大 多 数 工 
艺 总 成 本 中 的 主要 部 分 。 出 料 加 工 过 程 的 改造 ， 可 提高 整个 
工艺 过 程 的 总 效率 和 降低 总 成 本 。 出 料 加 工 过 程 主要 包括 首 
先 使 发 醇 饶 中 的 发 酵 液 初步 分 成 固 相 和 液 相 两 部 分 ， 然 后 进 
行 产 物 的 浓缩 与 精制 。 加 工 过 程 一 般 分 多 步 进行 。 

发 酵 液 不 稳定 ， 容 易 受 微生物 污染 而 且 产物 易 分 解 。 出 
料 加 工 过 程 的 起 始 步 又 一 般 包 括 大 幅度 浓缩 产物 、 减 少 液 相 
体积 降温 只 适合 小 容量 过 程 ,对 于 大 容量 过 程 是 不 经 济 的 。 
加 工 方法 的 选择 主要 取决 于 产品 的 理化 性 质 。 

对 反应 器 的 发 酵 液 首先 进行 预 处 理 即 调制 处 理 ， 其 目的 
是 为 了 改善 相继 的 发 酵 液 处 理 特性 。 采 用 的 方法 包括 利用 细 
胞 和 国体 的 加 凝 反 应 , 凝 胶 的 凝结 反应 , 并 且 在 必要 时 打破 细 
胞 释放 胞 内 产物 。 可 用 于 实验 室 和 大 规模 操作 的 细胞 破裂 技 
术 很 多 ， 其 中 包括 机 械 法 、 化 学 裂解 法 和 酶 裂解 法 等 。 | 

从 液 相 发 酵 液 中 分 离 固 相 的 方法 有 沉淀 、 过 滤 、 离 心 、 


潭 浮 和 电动 分 离 等 。 方 法 的 选择 决 取 于 分 子 或 颗粒 的 理化 性 时 
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质 。 对 固体 部 分 作 进 一 步 出 料 加 工 的 程度 取决 于 产品 的 最 终 
用 途 。 如 果 不 需要 固体 ， 则 可 按 一 般 的 污水 处 理 方法 处 理 。 

澄清 液 相 的 产物 分 离 可 利用 定型 的 化 学 加 工 技术 和 那些 
专门 为 生物 分 子 建 立 的 其 它 技术 进 行 。 分 子 的 大 小 与 构 形 可 
决定 使 用 的 提取 方法 。 此 外 ， 方 法 的 选择 还 受 产 品质 量 、 时 
间 与 总 的 经 济 效益 影响 。 产 品 的 最 后 纯度 因 产 品类 型 和 所 需 
纯度 标准 而 异 。 目 前 使 用 的 方法 包括 蒸发 、 蒸 馅 、 沉 演 、 腊 
过滤、 吸附 、 亲 和 层 术 、 离 子 交 换 层 析 和 族 胶 过 滤 层 析 。 

终 产品 的 稳定 性 ， 特 别 是 贮存 期 间 的 稳定 性 可 通过 喷 筋 
干燥 、 流 化 床 千 燥 或 冷冻 干燥 法 获得 。 液 体 溶液 中 的 产品 必 
须 防 止 微 生物 污染 和 和 蛋 质 类 产物 的 变性 。 
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附录 一 2 i me 


Aerobe (BAW) : ae BY AE. | 

Anaerobe ( 厌 氧 微生物 ) : 在 没有 分 子 氧 的 条 件 下 生长 的 微 生 

Anaerobic digestion〈 厌 氧 消化 ) : 主要 指 在 几乎 没有 空气 
的 条 件 下 发 生 的 ， 由 有 机 物 转化 为 甲烷 和 CO, 的 细菌 发 酵 
过 程 。 

Antigen (抗原 ) : 指 注 入 着 椎 动物 体内 后 可 刺激 产生 中 和 和 蛋 日 
质 的 分 子 。 | poe Wa TS 

Bioreactor (生物 反应 器 ) :发酵 过 程 的 容器 系统 。 

Budding〈 芽 殖 ) : 酵母 中 常见 的 一 种 无 性 繁殖 方式 ， 

Callus ( 愈 伤 组 织 ) : 能 够 重复 细胞 分 裂 的 植物 细胞 群 。 

Catabolite repression (降解 物 阻 遇 ) : 许多 微生物 的 操纵 子 
在 葡萄 糖 存在 时 活力 下 降 。 

Chromosome (染色 体 ) : 细胞 核 内 载 有 基因 的 线 状 结构 。 

Cloning (克隆 化 ) : 从 相似 成 分 的 混合 物 中 分 离 能 繁殖 的 单个 
成 分 并 进行 分 别 繁殖 的 过 程 。 

Cohesive ends (粘性 末端 ) : 具有 互补 性 单 链 末端 并 可 与 引入 
的 片断 首尾 连接 的 DNA 分 子 。 

Conditioning【《〈 调 制 ) : 指 为 改善 发 酵 液 的 处 理性 能 进行 的 前 

Conjugation (接合 ) ， 指 细菌 通过 细胞 与 细胞 的 接触 将 遗传 物 
质 由 一 个 细胞 转移 到 另 一 个 细胞 的 过 程 。 

Culture (培养 物 ) : 细胞 群体 。 

Diploid (二 倍 体 ) ， 具有 成 对 染色 体 的 细胞 。 

Downstream processing (出 料 加 工 ) : 指 发 酵 过 程 中 产物 的 
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分 离 与 精制 过 程 。 | 

Enzyme (88) : 由 细胞 产生 并 保持 在 细胞 内 〈 胞 内 酶 》 或 分 泌 
到 细胞 外 《〈 胞 外 酶 ) 起 催化 剂 作用 的 蛋白 质 。 

Growth curve( 生 长 曲线 )， 用 于 摘 述 分 批 培 养 过 程 中 ， 生 物 在 
培养 基 中 生长 情况 的 图 示 。 

Haploid (4A): 具有 单一 染色 体 组 的 细胞 。 

再 7pha《〈 菌 丝 ) : 构成 真菌 的 基本 单位 ， 真 菌 的 丝 。 

Immobilisation (Hitt) ， 指 酶 或 细胞 由 游离 的 可 移动 状态 
转变 为 固定 状态 的 过 程 。 

Induction (GBF): 在 小 分 子 〈 诱 导 物 ) 存在 时 酶 的 合成 速度 
增加 的 现象 。 

Koji (HAH) : 在 特定 的 固体 或 半 固 体 培养 基 (通常 为 谷 
DRAK) 上 生长 的 线 状 霉菌 , 主要 为 曲霉 (Aspergillus)。 

Linker 《连接 物 ) : 指 具 有 限制 性 酶 的 位 点 可 用 于 基因 拼接 的 
小 片断 人 工 合 成 DNA。 

Mass transfer【《 质 量 转 移 ) :， 指 在 生物 体 才 面 与 外 部 环境 间 进 
行 的 物质 交换 过 程 。 

Medium G87) : 营养 物质 的 混合 物 。 

Meiosis〈 减 数 分 裂 ) : 指 一 个 二 倍 体 细胞 分 裂 产生 两 个 单 倍 体 
细胞 的 细胞 分 裂 过 程 。 

Metabolite〈 代 谢 物 ) : 生化 活动 的 产物 。 

Mutation (RE): 指 基 因 发 生 的 ， 可 通过 繁殖 过 程 遗 传 的 稳 
定 变化 。 

Mycelium【《〈 菌 丝 体 ) : 集体 名 词 ， 表 示 由 菌 丝 构 成 的 网 状 组 
ZA, 

Mycotoxin (RMBA) : 指 真菌 产生 的 可 引 起 人 或 动物 毒性 
反应 的 低 分 子 量 次 级 代谢 物 。 

Parasexual processes 〈 准 性 过 程 ) ， 包括 营 养 细胞 中 发 生 的 
所 有 不 经 过 减 数 分 裂 的 基因 重组 过 程 。 
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Plasmid (质粒 ) : 染 与 色 体 不 连 锁 的 可 稳定 遗传 的 DNA 分 
7. 

Protoplast (原生 质 体 ) : 指 除去 细 胞 壁 后 的 微生物 或 植物 细 
胞 ， 形 状 为 球形 。 - 

Pure culture ( 纯 培 养 物 ) : 只 含有 一 种 生物 的 培养 物 。 

Restriction endonuclease (BREEAM) : BIA BHR 
水 解 切割 作用 ， 对 未 经 特殊 甲 基 化 的 外 源 DNA 起 破坏 作用 
NB. 

Screening (筛选 ) ， 从 大 群体 中 分 离 特定 生物 或 代谢 物 的 选择 
性 过 程 。 

Sexual hybridization 〈 有 性 杂交 ) ， 指 通过 相对 交配 型 的 单 
倍 体 核 融合 ， 进 行 遗 传 物 质 重 组 的 过 程 。 
Solid substrate fermentation (固体 底 物 发 酵 ) : BRED 
在 没有 或 几乎 没有 游离 水 的 固体 物质 上 生长 的 过 程 。 
Somatic hybrid 〈 体 细胞 条 种) : 不 经 过 有 全 全 全 人 
杂种 。 

Splicing (BF) : BE AHR, 指 将 一 种 DN 人 分 子 连 楼 到 另 
一 种 DNA 分 子 上 所 进行 的 操作 . 

Termination sequence (终止 序列 ) : 在 转录 单位 的 未 端 ， 
起 指示 终止 转录 作用 的 D NA 序列 。 

Transduction ( 转 导 ) ， 指 遗传 物质 以 病毒 为 载 体 ， 从 一 个 细 
跑 转 移 到 另 一 个 细胞 ， 并 通过 重组 相 结合 的 过 程 。 

Transformation (转化 ) : 指 DNA 被 细菌 单 向 吸收 并 稳定 保 
持 的 过 程 。 

Transposon( 转 位 于 ): 峭 可 以 独立 于 宿主 细胞 重组 系统 随机 
插入 质粒 或 细菌 染色 体 的 DNA 成 分 。 
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A 


At SH 


B 
半 乳 糖苷 酶 
包 埋 


保加利亚 乳 杆菌 


丙酮 
C 


沉降 

Te SF 
初级 代谢 物 
出 料 加 工 
Ra Be 
次 级 代谢 物 
D 
Klatt al 
单 倍 体 

单 克隆 抗体 


附录 二 名 词 索 引 


(以 中 文 汉 语 拼音 为 序 ) 


Ampicilliia'…… ee ee (93) 


Galatosidaserrsrrrrrrserereseeseeseeees (45) 
Entrapment vrrrersrrssesseceesereee (117) 
Lactobacillus bulgatricts………: (97) 
Acetone pp (4.54) 


Volvariella volvacea………… ( 21,96 ) 
Yield constant crccrrrsrssrseesseeee (59) 
Output Tate…pp (81) 
Recombination «+rssss+esseessereee (16) 
Precipitation we ( 148 ) 
Sebt] igo co 2-200 005 snweetonn sends (144) 
Gibberellins-+-+e++eeseeeessceeseereeee (54) 
Primary metabolites…………… (54) 
Downstream Processing: (8,134) 
A COLIC acid… ee (4,54) 
Secondary metabolites:---- (54,94) 


Escherichia coli…………… (25,34, 44) 


Haploid deen dd cain Moca See Cheeses ee eiene (23) 
Monoclonal antibody … (6,13,32) 
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发 酵 
一 产品 
~ 工艺 变量 
一 培养 基 
放 线 菌 素 
非 牛顿 型 发 酵 液 
分 解 代 谢 抑 制 
分 批 培 养 
分 选 
G 
FH 
杆菌 
枯草 杆菌 
哮 热 脂肪 芽孢 杆菌 
巨大 芽孢 杆菌 
凝结 芽孢 杆菌 
i 
工艺 放大 
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Single cell protei ness++++++eee eee ene (24) 
seseee (54,106,107) | 
steveeeseeee (20) 
Basidiomycetes po (21) 
tee veecceves (8,11) 
ssseeeeee (54,107) 
seteeeeeeeere (4) 
eoereecccsee (97) 


Protease oe eee ewe ene ene 


Nitrogen mustard «+++ 


Substrates cecceesesseeees 
Amylase pe 
Butanol .vi 
Composting crrrrrrerssees 
Diploid pp (22) 
39) 
rr) 
(57) 
(71) 
(54) 
(81) 
(73) 
(59) 
(6) 


Fermentation «+++ 
Products crrrreseeee 
process variables ………………， 
MeEd{A ites eeececereescneasseneees 

Actinomycin ee 

Non-Newtonian brothesss:++++++ 

Catabolite repression s*sst++s++* 

Batch culture ceeceecseses cesses ccceee 

Sorting cerceeceeseeeeeeeeeeeeee eee see ses 


5 (2,6,47,85) 
Bacillus pp (25,35, 47) 
B.subtilis csrccessseeseeeeeeeee (25 (35,47) 

B.stearothermophilus … ( 112) 

B.megaterium ee ( 112) 
roves ( 122,123 ) 
seesersecseees (96) 


Interferons 


B.coagulans +++ 
Rhizopus sp. srrreresss 


Scale up process 


' 
| 
i 


| 

共 价 偶 联 

固定 化 技术 

固定 化 本 
固定 化 葡萄 糖 异 构 酶 
固定 化 酶 的 局 限 性 

FRIBERG 

固体 底 物 发 酵 

”一 例子 

| ， 一 生物 反应 器 系统 

过 程控 制 

H 

合成 代谢 反应 

核 配 

互补 

化 学 诱 变 剂 

环流 式 发 酵 

黄 原 

活性 污 泥 工艺 

is; 

基因 

基因 工程 

基因 型 

基因 组 

机 械 剪 切 

激素 

加 倍 时 间 

加 速 期 

FA 3 


Covalent coupling-s:::+se+ (117 ) 
Immobilization techniques (7.117) 
Immobilized enzymes………… (116) 
Immobilized glucose isomerase(121) 
Limitation cvercrscerceeceeees ( 121) 
Paectinase cersrecreresceessecescecees ove (54) 
Solid substrate fermentation: (55) 
exam Plescrrrrrsercreceeeeceee (95) 
bioreactor systems: (101 ) 
Process control 。……'……。。…，，， (8) 
了 ilttatiotz ve (144) 


Anabolic teactiota……………………， (1 ) 
KaryOgamy csrccrcceserceeceeceeeseees (21) 
Complementation pe (45) 
Chemical mutagens ‘rrrrrsrrse+e** (20) 
Loop fermentation …………… (67) 
人 
Activated sludge process …… (71) 


Gene serene sense (65 
Genetic engineering ……(6.15.34 ) 
Genotype Pep cecveccoevoccesescoos ( 132 31 ) 
Genome pp (6,16) 
Mechanical shearing ………… (41) 
Hormones.…………………… (13,47,85) 
Doubling titnae.… 和 vv (58) 
Acceleration phase …………… (61) 
Methylase (39) 
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FA ot GARR ZAR 
甲烷 发 酵 
减 数 分 裂 
交换 

搅拌 

酵母 

酵母 菌 
啤酒 酵母 

节 杆 菌 属 
接合 

接头 

解 纤维 素 毛 壳 酶 
解 脂 假 丝 酵母 
菌株 退化 

K 

抗生素 
克隆 化 
口服 毒性 
冷冻 保藏 
冷冻 干燥 
离心 

离子 辐射 
HU AS 
连接 

连续 培养 
链 人 每 菌 属 


暗色 产 色 链 壳 菌 


Fe re esi 
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Methylmethene sulphonate «+ (20) 
Methane fermentation:r+:s++++++ (71) 
MEIOSIS pp (21) 
Crossing OVErssterrtsteseeeeeseeveese (25) 
Agitation srrrrrsrerssesereeseseeeceeees (66) 
Veast corcerereceecteceeceeceseescsecen ces (44) 型 
Saccharomyces sp. ‘s+ ee (22) 
S. Cerevisiae serrrerstsseseereeees (109 ) 
Anthrobacter serrrrreerereeeseeens ( 123 ) 
Conjugationcrrssrrrrssrreeserees ( 16,23 ) 
Linkers pp (42) 


Antibiotics ………………， 
Cloning oo (32,34,36) 
Oral toxicity ……， 


Cryopreservation see cee ceeeeeseseee (18) | 


. (5,7,9.16,136) 由 


Freeze drying …… 
Centrifugation ……， 


Ionizing radiation:-+ 


Trichoderma reesei 
Ligation eeee eeervee 


Continuous culture 


Streptomyces sp. « 


S e albus oe coeccecsese 


streeseeeeees (18) 
teseeeeee (144) 
setseseserere (20) 
teseesereees (112) 


steseesseeeeeees (38) 


tesepeeeeeeeees (61) 


see (19,122,123) 
S. phaeochromogens:::: (123) 7 


tesseeeeeeees (19) 


Hines wi 
ESAS A 
tie 
硫 杆菌 
流 化 床 反应 器 
硫酸 脂 酶 


分 批 灭 菌 
有 这 
hel PY Bs 
Nea 9b Bis 
核酸 内 切 酶 
DNA 连 接 酶 
米 苏 里 游 动 放 线 菌 


尿 氧化 本 
类 固 本 
HRM 
nat 

P 

漂浮 

拼接 
葡萄 粮 异 构 了 本 
普 备 丁 工艺 
Q 

汽油 酒精 


SG. Oli VAC EUS see tet ete tte eee eee (124) 
S.atreofaciens…………… (123 ) 
Streptomycin pp (54) 
Thiobacillus sp. ………… (96) 
Fluidized bed reactor ………… (130 ) 
Sulphataserssrrrssrcer cesses tee eee cse ees (37) 


Mucoressseeseeccccsccvcccecccccecercns ( 109 ) 
Sterilization coe ccc cec cee ceececcse (4,64) 


EL nzymescrererssscesceecesceeceeeeeees (105 ) 
intracellular -cecrrrcresreceeeeeees (108 ) 
extracellular cecsssssscteeereeeees (108 ) 
endonuclease .…………… ee， (39,51) 
DNA 1igases (37, 43,54) 


Actinoplanes missouriensis …(122) 


Uric oxidase cerrrrcsssseceeeseeeseee (54) 
Steroids pp (553) 
Citric acid .………… (150) 
Introns pp (41) 


Flotation ve ve。 (144) 
Splicin 多 pp (41) 
Glucose isomefrase………… (7,109 ) 


Pruteen PLOCESS pe (24) 


Gasohol Cee eee eee see eee eee Oe 2ee O88 ee Bee (11) 
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LF HE — Hh Mg 
纤维 素 酶 
we 
WER 
ME 
Zhi ih ae 
ABA 
曲霉 属 
HAs 
AK hi 
去 氧 核糖 核酸 
DNA ZEA 
DN Ax: HE ff 
DNA 重 组 体 
R F 
染色 体 
热 函 
日 本 酒 曲 工艺 
溶解 氧 
溶菌 消化 作用 


Cellobjiase'……………， eee een ene 
Cellulase eee eee wee eeeeee 


Ensiling 


Penicillium sp. :ee 
P. chrysogenum «++++++ 
P. roqueforti pe 
Penicillin .ee 


Aspergillus S Dis <n wee een eee 
0 (96,109) 


sseeee (96,109) 
severeeeees (6) 
seeeee (37,43 ) 


A. niger 


A. OLY ZAE *'eeeereeeee 


DNA 


DNA hybrid………… 
DNA ]igase aejoawaas 


easeseee (99) 


con snncee of 99 109) 


ee (97) 
(19) 
oeeecee (19) 
(96) 
(54) 
(19) 


DNA recombinant: (6,14,38 ) 


Chromosorsei-«--«sbmeuns 
Heat transfer ss++r++reees 
Enthal py pe 
Koji. process. «=<: 
Dissolved oxygen 


Lytic digestion……… 人 


Agaricus oo os ace see 
A.bisporus ode one nee ane cesccccee 
Screening eee coc cee ces cee ces ces cece 
Sonication 200 cen. bdeiegnineni 
BioreactOress++sessessceevecce 
design criteria + 


type CORR e weet eee eee eee 


naka in (22) 
op (100 ) 


(81) 
… (98) 

(76) 
(37) 


(3) 
(21) 

veeeeee (15) 
arene (41) 
ae (8,55) 
weieoeeeeees (64) 


eeeeee (67 F 100) 


生物 解毒 作用 
生物 量 
生长 期 
生长 曲线 
衰亡 期 
水 分 活性 
水 解 酶 
2RBAC 
四 环 素 
RAMA fas 
r 
塔 式 反应 器 
体 细胞 杂种 
RAGES 
停留 时 间 
KES 
WANS 
kal RK 
LBA 


突变 


Biadetoxification “srereresssseeees 
Biomass .ev 
Trophophase--+++++++++++*+** i diol 
Growth  curvercesssssssseeesceecee cee 
Death phaserserr: sesssseeeseeterees 
Water activity ………… 
Ri 
Mitomycin Ce 
Tetracycline 


Endomycopic bispora 


Tower reactorerrssssrrtes cress 
Somatic hybrid .……………… 
Asparaginase ………… 
Residence time cerccecreceseseeeeees 
Cephalosporium … +rretertteseeee ees 

C. acremonium …………… 
Cephalosporiners:s+ssreesereee sees 
Oxy tetracyclime-:s:rreeess sreeee ees 


mutatio n eee esr eoseseeeee ees eeese 


Vitamins cecceecesceeceecesceeees 
Fed—-batch culttre…………… 
Stationary phase …………… 


Helicase: eeteseseseese ees ese sesees 


Absorptionss:::+++++ escccecce 
Cal] ]ececeecceccccccsccccscescescesces 


i mmobilisation::: eeeese 


onndndsa (20) 


2 vee nigle (67) 
we secace (30) 


Santon (54,109) 


(62) 
(19) 
(17) 
(54) 
(54) 


eae (6,23) 


severe (54) 
(55,63 ) 
( 28,60 ) 
ssseee (27) 


Por ( 120 ) 


one aes (85) 
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入 培养 
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FA LPR 
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5A KEE 
选择 
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氧气 传递 系数 
胰岛 素 
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厌 氧 消化 器 
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诱 变 剂 
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疫苗 
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原生 质 体 融 合 
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Culture 246000000 20d oan ens cus nub ber (89) 
disruption ……… (141,,142 ) 
FUSTON cer re ee (31) 
Lentinus edodes-::+s++s+#++ (21,96 ) 
Restriction endonuclease -++:- (39) 
Nitrofurans corcrecss cesses cesses cee ees (20) 
Thy mine starvation …………m (20). 
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Oxygen transfer coefficient… (69) 
Tnsulin .ee (6,47) 
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Heterokaryon mp (25) 
Translocation pp (28) 
Lag Phrase tre Sos .c0 0c cnc (60) 
Anaerobic digestor .……- seseeere (67) 
F-factor ie tee eee cee eee cee eeeene eee ens (24) 
Mitotic recombination …，……。， (25) 
Sexual] srrrrrserceeceececceeceeeeeeeeeeeeee (21) 

hy bridization mw (21) 

recombination .vv ( 6 ) 
Mutagens pp (20) 
Mutagenesis pp (19) 
Vaccine pp (5 
Prokaryote pp 《2 
Protoplast fusion ………… (6) 


Hybridtzation'…… (15,21,46,51 ) 


Rha tT 
真 核 生物 
真菌 毒素 
质粒 
~Ra 
质量 传递 
致 瘤 农 杆 菌 
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终 产 物 抑制 
转 导 
转化 
转化 酶 
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